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While the antianginal and antiarrhythmic effects 

of amiodarone (AMD) are well-documented, its 

actions on stress-myocardial damage are not. 
For last actions twenty-five rats undergoing 
experimental study were divided in two groups. 
The first group (G-l) was used as a control and 
animals in group 2 (G-2) reteived AMD 10 mg 
per kilogram. Five minutes before injection 

were injured with stress, consisting of inter- 
mitent cold water jets (00 C). Animals were 
sacrificed one hour after injections. At autopsy, 
the following lesions were observed: G-l: myo- 
cytolysis (2.2t 0,79), contraction bands (J.2t 
1.03) and early necrosis (0.8). G-2: myocyto- 
lysis U.6tO.63), contraction bands (0.67tO.82) 
and early necrosis (0.7). AMD markedly inhi- 
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Los efectos antianginosos y antiarrÙmicos de 
la amiodarona (AMD) están bien documentados, 
no asi las acciones de esta droga sobre el daño 
miocárdico en el "stress". Para analizar este 
último factor fueron estudiadas 25 ratas divi- 
didas en d05 grupos. El primer grupo (G-l) se 
utilizó como control y los animales del segun- 
do grupo (G-2) recibieron AMD 10 mg/kg de 
peso. Cinco minutos antes de la inyección 
fueron agredidos mediante "stress" consistente 
en chorros intermitentes de agua fria (OOC). 

Los animales fueron sacríficados una hora des- 
pués de las inyecciones. En la autopsia se obser- 
varon las siguientes lesiones: G-l: miocitolisis 
(2,2tO,79), bandas de contracción (l,2tl,03) 
y necrosis temprana (0,8). G-2: miocitolisis 
(J,6 t 0,63), bandas dè contracción (0,67 t 

0,82) Y necrosis temprana (0,7). La AMD 
inhibe marcadamente la miocitolisis inducida 
por stress (p< 0,01) como asi también, aunque 
no significativamente,. la gravedad y extensión 
de las bandas de contracción y áreas de necrosis 

temprana. Como el primer estadio de la mioci- 
tolisis seria la causa de la fibrilación ventricu- 
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bited stress-induced myocytolysis (p< 0.01) as 

well as but not significantly severity and exten- 
sion degrees of contraction bands and the ex- 
tension of early necrotic areas. As the first 
stage of myocytolysis would give rise to ven- 
tricular fibrillation, AMD appears to have some 
morphological support to be used in the preven- 
tion of lesions which appear in sudden death. 

Amiodarone (AMD) [2 butyl-3-(3,5-diiodo-4- 
diethylaminethoxy-benzoyl)-benzofuran] a be~- 

zofuran derivative, was introduced as an antI- 
arrhythmic drug in 1970,1 although it has been' 
used as an antianginal drug since 1967.2 

In last ten years, AMD has been extensively 

used as an antianginal drug3 in variant angi- 

na and its accompanying ventricular arrhyth- 
mias,4 and was found to be effective in the pre- 
vention and treatment of arrhythmia~, particular- 
ly when associated with the Wolff-ParkinsoIrWhite 

syndrome.s Accordingly, AMD appears to be an 
ideal antiarrhythmic agent in several respects.6 

Recently, Lu bbe 7 demonstrated that AMD 
caused in the isolated rat heart an increase in 
the ventricular fibrillation threshold both 
before and after coronary arterial ligation. 
Similarly, AMD decreased the incidence of 
ventricular extrasystoles, ventricular tachycardia 

and fibrillation during the period of ischemia 
after coronary artery ligation and also after 
reperfusion of the ischemic myocardium. 

To our knowledge, no reports in the litera- 
ture have discussed the effects of AMD on 
"contraction bands", an histological myocardial 
lesion found in "stress", 8 acute myocardial 
infarction,9 sudden death9.10 and reperfusion 
and possibly the origin of ventricular lethal 
arrhythmias.9,10 

This work 'was undertaken to study the ef- 
fects of AMD on stress-induced myocardial 
damage in the rat and to obtain morphological 
background on probable AMD mechanisms 
of action. 

MATERIAL AND METHODS 
Twenty-five Wìstar rats of either sex, weighing 
from 180 to 250 g, were used. Prior to experi- 
ment water and commercial rat food were 
allowed ad libitum.. Rats were maintained in 

lar, la AMD parece tener cierto soporte morfoló- 
gico para ser usada en la prevención de la5 

lesiones que aparecen en la muerte súbita. 

La, amiodarona (AMD) [2 butil-3 (3,5 diiodo- 
4-dietil amino etoxibenzol) benzofurano] se in- 

trodujo como una droga antiarrítmica en 1970.1 
Sin embargo, se utilizó como medicación an- 
tianginosa a partir de 1967.2 

En los últimos diez años la AMD se usa ex- 
tensamente como una droga antianginosa 3 (an- 
gina de Prinzmetal) y antiarrítimica, sobre todo 
en arritmias ventriculares4 y en aquellas aso- 
ciadas con el síndrome de Wolff-Parkinson- 
White.s Por 10 tanto parece ser el antiarrítmico 
ideal en afecciones graves. 

6 

-Reclentemente, Lubbe 7 demostró el efecto 
de la AMD en el corazón aislado de rata y sobre 
el incremento de la fibrilación ventricular 
desencadenada antes y después de la ligadura 
de la arteria coronaria. La AMD disminuye la 
incidencia de extrasistolia, taquicardia y fibrila- 
ción ventriculares, en forma similar, durante el 

período de isquemia, provocado por la ligadura 
de la arteria coronaria y también después de la 
reperfusión del miocardio isquémico. 

Según nuestros conocimientos, no hay casos 

comunicados en la literatura que describan 
los efectos de la AMD sobre "las bandas de 

contracción", lesiones histológicas miocárdicas 
halladas en el "stress",8 infarto agudo de mio- 
cardio,9 muerte súbita,9,10 reperfusión y po- 
sible origen de las arritmias ventriculares le- 
tales.9,IO 

Este trabajo se realizó con el fiñ de estudiar 
los efectos de la AMD sobre el daño miocárdico 
inducido por stress en la rata, y para obtener 
unas pruebas morfológicas de los probables 

mecanismos de acción de la droga. 

MATERIAL Y METODOS 
Fueron utilizadas 25 ratas Wistar de ambos se- 

xos cuyo peso varió de 180 a 250 g, que ingi- 

rieron agua y alimento comercial según necesi- 
dad. Las ratas permanecieron en jaulas separadas 

y se dividieron en dos grupos. 
EI primer grupo (G-l) se utilizó como control, 

y estuvo conformado por 10 ratas. Los anima- 
les del segundo grupo (G-2) (n'" 15) recibieron 
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Gráfico 1. Extensión de la miocitolisis inducida por "stress". 

Graph 1. Extension of stress induced myocytolysis. 

separane cages and divided into two groups. 

The first group (G-l) was used as a control, 
and consisted of 10 rats. 

Animals in group 2 (G-2) (n= 15) received 
AMD 10 mg per kilogram. All injections were 
made intraperitoneally. Animals of group 1 

were injected with saline. The doses were 
established by multiplying three times normal 
human endovenous doses. These doses are 

currently used in experimental beings.ll 
At the beginning of the experiment the rats 

were carried on a common cage and five minutes 
before injection were i~jured with stress, con- 
sisting of intermitent cold water jets (60 C). 
Animals were sacrificied by decapitation one 
hour after AMD and saline injections. The chest 
was opened and the heart was quickly removed 
while beating. 

The entire heart was sectioned transversely 
in slices 1 mm thick and fixed in buffered 
formol 10 per cent (pH 7.0). Paraffin sections 

were obtained serially form the 1 mm slices. 

The following staining methods were used: 

hematoxylin-eosin, Gomori and Barbeito-López 
trichromic stains.12 

The serial sections were examined to localize 
the necrotic and damaged myocardium as well 
as its topographic distribution. Barbeito-López 
trichromic stain has been proved to be highly 

Fig. 1. Explicación en el texto. 
Fig. 1. Explained in paper. 

AMD, 10 mg/kg de. peso. Todas las inyecciones. 

fueron realizadas por vía intraperitoneß,1. 

Los animales del grupo 1 recibieron solución 

salina. Las dosis se establecieron multiplicando 
tres veces la dosis humana intravenosa normal. 
Estas dosis son las comúnmente utilizadas en 
experimentación.11 

Al comenzar la experiencia las ratas perma- 
necieron en una jaula común y cinco minutos 
antes de la inyección fueron agredidas mediante 
"stress", consistente en chorros intermitentes 
de agua fría (60 C). Los animales fueron sacri- 
ficados por decapitación una hora después de 

las inyecciones de la AMD y de la solución sa- 

lina. Acto seguido luego de abrir el tórax se 

extrajo el corazón aún latiendo. 
El corazón fue seccionado transversalmente 

en cortes de 1 mm de espesor y fijado en formol 
buffer al 10% (pH 7,0). Las secciones de parafi- 
na se obtuvieron en formá seriada de los cortes 
de 1 mm. Las técnicas usadas fueron hemato- 
xilina-eosina, Gomori, y Barbeito López.12 Los 
cortes seriados se examinaron para localizar la 

necrosis y el daño miocárdico, así como su dis- 

tribución topográfica. La tinción tricrómica de 

Barbeito López probó ser la de más alta espe- 
cificidad para la necrosis miocárdica temprana. 
El miocardio normal aparece verde 0 azul 
pálido, mientras la necrosis temprana vira 
hacia el amarillo "sucio", y la necrosis estable- 
cida semeja una tinción amarillo ocre.13 Las 

áreas relativas de miocardio necrótico fueron 
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specific for early myocardial necrosis. Normal 
myocardium remains green <,or pale blue, while 
"early necrotic" turns "dirty' yellow" and 
"established necrotic" remains stained "golden 
yellow".13 The relative areas of necrotic myo- 
cardium were assessed by Berazzoli's modified 
method.14 

"Contraction bands" as expression of the 
early stages of stress-induced damage were 
evaluated as follows: 0, no lesions; 1, "contrac- 
tion bands" only detected by Barbeito-López 
trichromic stain (no detected by hematoxylin- 
eosin); 2, one or two groups on the whole 
heart section, detected neatly by hematoxylin- 
eosin; 3, more than three groups of contraction 
bands on the whole transversal heart section. 

F or electron microscopy, the tissues were cut 
in cubes of 0.5 mm in size, fixed in phosphate- 
buffered osmium tetroxide, dehydrated in a 

graded series of alcohols and propylene oxide, 
and ebedded in araldite. Sections were cut 
with glass knives on a LKB ultrotome. From 
each bock several I-urn sections were mounted 
on glass slides, stained with 1 % toluidine blue 
and examined by light microscopy. Ultrotome 
sections were mounted on copper grids, stained 
with uranyl acetate and examined with a Philips 

. 

200 electron microscope. 
In order to certify statistically the inhibitory 

action of AMD, the Duncan test and chi square 
test were used for histological results. Obser- 
vations were conducted on a blind manner 
by two of the authors and mutually controlled. 

AMD was supplied by Roemmer Laboratories. 

RESULTS 
There were no gross lesions. 

G-l. The following lesions were observed: 
myocytolysis with vacuolization of myocardial 
fibers specially in the subendocardium of the 
left ventricles (score 2.2:!: 0.79) with presence 
of "contraction bands" (1.2:!: 1.03). Areas of 
subendocardial "early necrosis" pointed out by 
the Barbeito-López trichromic stain (0.8) were 
Common findings (Fig. 1). 

G-2. Lesions described to the G-1 were found 
but in less intensity; su bendocardial myocytoly- 
sis, 1.6:!: 0.63; "contraction bands", 0.67:!: 0.82, 
and positivity with the Barbeito López trichro- 

cuantificadas por el método de Bertazzoli mo- 
dificado.14 

Las "bandas de contracción" como represen- 
tante de estados tempranos del daño inducido 
por stress, se evaluaron de la siguiente manera: 
0) sin lesiones; 1) bandas de contracción sola- 

mente detectadas por la tinción de Barbeito 
López (no detectadas por hematoxilina-eosina); 
2) uno 0 dos gropos en una sección transversal 
del corazón detectados por hematoxilina-eosi- 
na; 3) más de tres gropos de bandas de con- 
tracción en un corte transversal del corazón. 

Para microscopía electrónica, los tejidos fue- 
ron cortados en cubos de 0,5 mm de espesor, 
fijados en fosfato de buffer-tetraóxido de 

osmio, deshidratados en diluciones crecientes 
de alcohol y óxido de propileno e incluidos en 
araldita. Las secciones se cortaron con nava- 
jas de vidrio en un ultramicrotomo L.K.B. 
Cad a bloque de 1 mm de sección fue montado 
en portaobjetos de vidrio, teñido con azul de 
toluidina al 1 % Y examinado con microscopio 
de luz. Las secciones de ultramicrotomo, mon- 
tadas en grillas de cobre y teñidas con uranilace- 
tato, se examinaron con un microscopio e1ec- 
trónico Philips 200. 

Para los resultados histológicos se usaron 
el test de Duncan y el test de chi cuadrado, a 

fin de certificar estadísticamente la acción inhi- 
bitoria de la AMD. 

". Las observaciones fueron realizadas a doble 
ciego por dos de los autores y controladas mu- 
tuamente. 

La AMD la proporcionó el Laboratorio 
Roemmers S.A.I.C.F. (Buenos Aires). 

RESULTADOS 
No había lesiones macroscópicas. 

G-1. Las lesioncs observadas fueron: mioci- 
tolisis con vacualización de las fibras miocárdi- 
cas, espccialmente en el subendocardio del 

ventrículo izquicrdo (2,2:!: 0,79) con presencia 
de bandas de contracción (1,2:!: 1,03). Fue un 
hallazgo común la necrosis temprana en áreas 
del subendocardio, puesta de manifiesto por el 
tricrómieo de Barbeito López (Fig. 1). 

C-2. Se observaron las lesiones descriptas 

para el C-l pero en menor intensidad: mioci- 
tolisis subendocárdica (1,6:!: 0,63), bandas de 
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mic stain (0.47). Unexpected results were 02~er- 

ved in one rat of this group, which consisted 
of extensive areas of "contraction bands" 
(although incomplete absorption of the intra- 
peritoneal injection cannot be discarded in this 

animal). 
AMD -markley inhibited stress-induced myo- 

cytolysis (p< 0.01) (Graph 1) as well as severity 

and extension degrees but no s.ignificantly of 
"contraction bands" and the extension of "early 
necrotic" areas. 

From the ultrastructural point of view the 
small sample size of the blocks did not allow 
to evaluate frequency of "contraction hands" 

on such specimens. However the electron mi- 

croscope samples showed hypercontraction of 
myocardial fibers with a reduction of the sar- 
comeric length and a widening of Z bands 

("contraction bands"). 

DISCUSSION 
In the present study an antiarrhythmic drug 
with unclear mechanisms of action was used 

to protect myocardium against stress. The most 
typical stress-induced myocardial lesion is the 
"contraction band", 8 a lesion usually found in 

different pathological events. 
AMD decreased but not significantly "con- 

traction bands", but significantly stress-induced 
myocytolysis (p< 0.001). It may be eXplained 
by the fact that stress was induced 5 minutes 
before the AMD injection, a time sufficient for 
the development of "coDtraction bands", for its 

progression to established myocytolysis and/or 
also for its reversal to relative histological 

indemnity by action of the drug. 
Nevertheless, it seems that AMD was effective 

in reducing stress-induced myocytolysis. Myocy- 
tolisis starts with transverse bands of hypercon- 
tion bands", due to coagulation of hypercon- 
tracted sarcomeres.15 This pattern leads to a 

progressive disappearance of the myofibrils 

producing an empty - sarcolemmal tube ("al- 
veolar pattern").9 These changes, at less from 
the experimental point of view, are rapid events. 
In fact, hypercontraction of some fibers was 
demonstrated by electron microscopy within 
2 minutes of isoproterenol intraperitoneal 
injection and at 8 minutes "contracÜon bands" 

contracción (0,67:t 0,82) Y positividad con el 

tricrómico de Barbeito López (0,47). Se hallaron 
resultados inesperados en una rata de este grupo, 
consistentes en extensas áreas de bandas de 

contracción (aunque no puede descartarse en 

este animal la absorción incompleta de la inyec- 
ción intraperitonial de AMD). 

La AMD inhibió marcadamente la miocitolisis 
inducida por "stress" (p< 0,01) (Gráfico 1), 
disminuyendo la gravedad y extensión de lSlS 

bandas de contractura, comp así también el 

tamaño de las áreas de necrosis temprana, pero 
no en forma significativa. 

Desde el punto de vista ultraestructural, la 

pequeñez de estos bloques no permite evalùar 
la frecuencia de las bandas de contracción en 
estas muestras. La ultramicroscopía confirmó 
la hipercontràcción de las fibras miocárdicas; 
con reducción del sarcómero y ensanchamiento 
de las bandas Z. 

DISCUSION 
La AMD, que es una droga antiarrítmica cuyo 
mecanismo de acción no es aún bien conocido, 
se utilizó en el presente estudio con el objeto 
de valorar su probable acción protectora del 
miocardio en las lesiones inducidas por el 
"stress" . 

La lesión 

por "stress" 
cuentementê 
patol6gicos. 

La disminución que produjo la AMD en la 
cantidad de bandas de contracción no fue es- 

tadísticamente significativa, pero sí 10 fue en 
cuanto a la miocitolisis inducida por "stress" 
(p< 0,001). 

El inteivalo de cinco minutos existente entre 
el "stress" y la inyección de la AMD, podría 
explicar la aparición de las bandas de contrac- 
ción. Este tiempo es suficiente para la evolu- 
ción de las bandas hacia la miocitolisis 0 su 
regresión hacia una relativa indemnidad histo- 
lógica por acción de la droga. 

De todas formas, la AMD parece ser efectiva 
en reducir las lesiones inducidas- por "stress". 

La miocitolisis comienza con bandas trans- 
versales 0 bandas de contracción debido a 

coagulación 0 hipercontracción de los s::trcó- 

miocárdica más tí pica provocada 
es la banda de contracción,8 fre- 

hallada en diferentes cuadros 
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were fully deve1oped.16 Accordingly, contrac- 
tion bands and established myocytolysis were 
found in isoproterenol-induced myocardial le- 
sions in the monkey,17 in acute experiments 
in which animals were sacrificed at 20 minutes 
and in rats at 5 minutes.18 

The first stage of myocytolysis when the 
changes in the myocardial fiber are only bio- 
chemical orland ultrastructural would give rise 

to ventricular fibrillation which leads to death 
in acute myocardial infarction and sudden 
death.9,10 

From our data,. one may speculate that AMD 
seems to be used in arrhythmias and in the pre- 
vention of sudden death. 

As ventricular fibrillation has been linked to ' 

a hypersimpathetic function, 19 the known 
AMD non competitive inhibition of catechola- 
mine-induced myocardial effects may be suspec- 
ted as its principal mechanism of action. 
"In fact, AMD, as other drugs did (calcium 

antagonist-drugs: verapamil,2O prenylamine 17,22 ) 
inhibited catecholamine stress-induced damage. 

Recently, Lùbbe 7 demonstrated the protec- 
tive action of AMD against ventricular fibrilla- 
tion in the isolated perfused rat heart, before 
and after coronary arterial ligation. They pro- 
posed, based on biochemical measurements, 
that AMD exerts its effects by decreasing tissue 
cyclic adenosine monophosphate in ischemic 

myocardium. These effects seem to be indepen- 
dent of the effect on heart rate, coronary flow 
or tissue high energy phosphate content,7 as 

well as they do not involve calcium transport.23 

However, electrophysiological studies suggest 
that under experimental conditions AMD 
would increase Ca entrance into myocardial 
fib~rs. 24 

These data may explain extensive areas of 
contraction bands observed in one of the AMD 
treated rats and similar areas found in AMD 
chronically treated rabbits (M. Elizari and 
J. Milei, unpublished observations). 

However these speculations, AMD mechanism 
of action stays almost in the mystery. Prominent 
among its properties is the ability to inhibit 
specifically some cardiovascular effects of the 

. 

catecholamines,25 an effect different from the 
classical beta-receptor blockàde mechanism. 26 

mèros.15 Esto lleva a una desaparición progre- 
siva de los miofibrillas y a la formación de un 
tUbo sarcolemático vado (miocitolisis alveo- 
lar).9 Desde el punto de vista experimental, 
estos cambios se producen rápidamente. 

Es así que la ultramicroscopía reveló la hiper- 
contracción de las fibras, luego de dos minutos 
de la inyección intraperitoneal de isoprotere- 
nol (ISP) y a los ocho minutos, la aparición de 
las bandas de contracción.16 

Las bandas de contracción y la miocitolisis 
se hallaron en el miocardio de monos 17 trata- 
dos con ISP y sacrificados a los veinte minutos 
de la inyección, así como en ratas sacrificadas 
a los cinco minutos.18' 

. 
El primer estadio de la miocitolisis, cuando 

los cambios son ultraestructurales ylo bioquí- 
micos, sería la causa de la fibrilación ventricu- 
lar que lleva al óbito en el infarto agudo de 

miocardio y a la muerte súbita.9,l0 
La fibrilación ventricular ha sido asociada 

a una hiperfunción simpática.19 Se puede sos- 
pechar que los conocidos efectos inhibitorios 
(no competitivos, de la AMD sobre la acción 
catecolamínica) sobre el miocardio serían su 
principal mecanismo de acción. 

La AMD inhibe el daño miocárdico inducido 
por "stress" catecolamínico, así como 10 hacen 
las drogas antagonistas del calcio (verapamil,20 
prenilamina 17,22). 

".- Recientemente, Lubbe 7 demostró la acción 

protectora de la AMD sobre la fibrilación ven- 
tricular en el corazón aislado y perfundido de la 

rata, antes y después de la ligadura de la arteria 
coronaria. Este autor propone, basado en 
parámetros bioquímicos, que la AMD ejerce sus 

efectos por disminución de adenosín-monofos- 
fato dclico tisular en el miocardio isquémico. 

Estos efectos parecen ser independientes de 
los ejercidos sobre Ia frecuencia cardíaca, flujo 
coronario 0 contenido de fosfato tisular de alta 
energía,7 ya que no involucran eI transporte 
de calcio.23 

Sin embargo, estudios electrofisiológicos su- 
gieren que bajo condiciones experimentales Ia 
AMD podría incrementar Ia entrada de calcio 
a Ia fibra miocárdica.24 

Estos datos podrían explicar Ias extensas 
áreas con bandas de contracción, observadas en 
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AMD is a non-competitive inhibitor of the iso- 

proterenol-induced frequency increase by ßl -re- 
ceptor activation of isolated rabbit right atrial 
and of the norepinephrine-induced contraction 
by alfa-receptor activation of isolated rat aortic 
strips.ll It was speculated that interferes at 
the lipoprotein coupling site of the hormonal 
receptors.25 

Our study shows that further: complete mor- 
phological studies are fully necesary to obtain 
a better categorization of this antiarrhythmic 
drug. From our data, AMD appears to have some 
morphological support to be used in the preven- 
tion of lesions which appear in sudden death. 
However, it seems that we are far from knowing 
AMD mechanism of action. 
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