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Abstract

Chronic intake of ethyl alcohol results in damage, mainly to the liver, kidney, and central nervous system and changes in cardiac
muscle which lead to the development of cardiomyopathy. The aim of the study was to trace changes by light and electron micro-
scope in chronic experimental ethanol intoxication in rats subjected tol M solution of ethyl alcohol intake for 4, 8 and 12 weeks.
In a study using light microscopy, an increase in acidophility of fibre in cardiac muscles, fuchsin absorptivity, and small blurring
of striated muscle fibre and the occurrence of small necrosis areas were observed. Electron microscope examinations revealed, in
individual cases, besides swelling of mitochondria with focus cristolysis, irregularity of stripes in sarcomers. The cell nucleus
was mainly oval with a clearly maintained nucleus membrane with more condensed heterochromatin on the edges and a clearly
formed nucleolus. System T canals were slightly widened.
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1. Introduction

Chronic abuse of ethyl alcohol results in cardiac
and skeletal muscle damage [5, 7, 8, 14].

It is commonly known that alcohol affects the car-
diovascular system, manifesting in arterial hyperten-
sion, arrhythmia, and congestive heart failure in sec-
ondary dilated cardiomyopathy.

In 1855, Wood for the first time indicated a rela-
tionship between alcohol abuse and the occurrence of
cardiac muscle failure. In 1861 Friedrich described al-
cohol abuse-induced heart enlargement. In 1873 Walshe
proposed the expression cirrhosis for circulation sys-

tem failure symptoms in alcoholics. Alcohol abuse-in-
duced heart failure was first indicated in heavy beer
drinkers in XIX century in Munich. The cause was
probably due to overload of the circulatory system by
an excessive amount of fluid, passive life style, obesity
and beer contaminated with cobalt [11].

Metabolism of alcohol, including ethanol, gener-
ates oxidative stress. It is thought that reactive oxygen
species (ROS) leading to cellular structures damages
are the origins of development of alcohol cardio-
myopathy [10, 13, 15].
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2. Aim of the study

The aim of this study was to observe changes in the
structure of cardiac muscle under the influence of
chronic experimental ethyl alcohol intoxication using
light and electron microscopy.

3. Materials and methods

The experiment was conducted on inbred Lewis
male rats, weighing 240-290 g and aged about 6 months
of age. Rats were intoxicated with 1 M ethyl alcohol
solution, and were killed after the 4™, 8" and 12™
week of the experiment The control group consisted of
10 rats that had tap water to drink

After sacrifice, the heart was dissected and placed
in physiological salt solution. The section was always
taken from the same part of the heart, i.e. from the
sagittal section of both ventricles. For electron micros-
copy, the section was taken from the interventricular
septum. Sections for histopathological study under
light microscopy were preserved in 7% neutralised
formalin. After the sections were developed processed
with the standard paraffin technique, the blocks were
cut into 4 pum slices and stained with hematoxylin and
eosin and also using Sely and Masson methods. Sec-
tions for electron microscopy of 1 mm® volume were
preserved in 3.6% glutaraldehyde in 0.13 M caco-
dylate buffer of pH 7.2. Afterwards they were placed
in 2% osmium tetroxide solution and then embedded
in epon. The specimens were cut with an ultramicro-
tom LKB-5, nets were contrasted in an Ultrastein LKB
automatic device and evaluated using a 10 CR Zeiss
electron microscope.

Structural organ evaluation by light microscopy
was performed using a BX-40 optical microscope with
a visual track and an Olympus Micro Image 32 image
analyser. The remaining morphological and ultra
structural examinations — particularly of the structure
of the mitochondria and cell nuclei, were carried out
using a 10 CR Zeiss Opton electron transmission mi-
croscope.

4. Results

Examination of cardiac muscle sections from rats
that received 1 M ethanol solution for 4 weeks showed
that the structure of muscle fibres was basically main-
tained; however, an increase in acidophility in groups
of subendocardial layer fibres was observed (Figure 1).
These fibres were grouped mainly in the interventri-

cular septum area and in the left ventricular free wall.
In specimens stained with the Sely method taken from
these areas an increase of fuchsin absorptivity was ob-
served and their striatals were slightly worn away.

Fig. 1. Increase in acidophility of single groups of muscle fi-
bre, particularly the subendocardial layer. Stain H + E. 100x
magnification.

In individual rats, a waveform of muscle fibre was
observed, which was particularly clear in the sub-
endocardial layer. The remaining muscle fibres had
a normal structure, similar to that observed in the con-
trol group. The structures of arteries and veins were
normal.

Animals that received ethanol solution for 8 weeks
had similar microscopic changes —however, degenera-
tive changes were somewhat stronger in the subendo-
cardial layer. Fibres with an increase in acidophility
were observed more often than in the previous group.
In one rat from this group, early necrosis in the septum
was ascertained (Figure 2).

Fig. 2. Early necrosis of muscle fiber in septum area with
mesenchymal reaction. 150x magnification.

The frequency of waveform muscle fibre cases and
fuchsin absorptivity was identical compared to the pre-
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vious group. Similarly to the control group and the
group which was intoxicated with ethanol for 4 weeks,
no microscopic changes of the vascular system were
observed.

In microscopic specimens of cardiac muscle derived
from two rats which were intoxicated for 12 weeks,
a small fibre necrosis focus with a mesenchymal reac-
tion in the surroundings were found in the subendo-
cardial layer.

In the remaining rats, fuchsin absorptivity focus in
the subendocardial and sometimes the subepicardium
region were observed more often. In these layers, mus-
cle fibres had somewhat worn away cross-sectional
striations and were sometimes covered by contraction
nodes (Figure 3).

Fig. 3. Presence of contraction nodes in muscle fibre groups
with worn away striations. Masson Trichrome staining.
100x magnification.

Besides the described changes, swelling of salpin-
gitis, which spread to muscle fibre complexes, was ob-
served in only three rats from this group. In two cases,
small focuses of fibrosis in the subendocardium layer
of the left heart ventricular muscle were observed. The
morphological structure of the rat vascular system in
all experimental and control groups was properly
maintained.

The ultra structure of the endothelium in the area of
capillary vessels visible under an electron microscope
was normal. Sarcolemma of cardiomyocytes had a reg-
ular shape and the sarcomer layout was, on the whole,
normal. Only in individual cases, particularly in the
8™ week of observation, was irregularity of striatal
shape in sarcomers and swelling of mitochondria with
focus cristolysis observed. The layout of myofibrils
was maintained. Sometimes, between myofibrils in the
sarcoplasma, osmophilic fat drops were found with ab-
sence of glycogen (Figure 4). The cell nucleus in most
cases was oval, with a clearly maintained nucleus

membrane with more condensed heterochromatin on
the edge and a clearly formed nucleolus. System T ca-
nals were slightly widened in these animal.

Fig. 4. Electronograph of muscle heart section. Visible
cristolysis of mitochondria crest (M). Widening of T system
canals. Lack of glycogen in sarcoplasma. 5000x magnifica-
tion.

5. Disscusion

Administration of xenobiotics, including ethyl al-
cohol, results in increase of oxygen metabolism in mi-
tochondria and increased production of reactive ox-
ygen species [1]. Particular organs possess different
amounts of endogenous antioxidants, and therefore
different susceptibility to oxidative stress. It is a com-
monly known fact that cardiomyopathy develops in
patients with chronic alcohol abuse, but the cause of
this process has not been clearly explained [2]. The
antioxidative defense system may be not effective in
the case of excessive production of reactive oxygen
species, which could result in pathological organ dam-
age.

Swelling of mitochondria with crest disintegration,
clearing of matrix, focus homogenisation of crest, wid-
ening of smooth cytoplasmic reticulum and lack of
glycogen in sarcoplasma were observed, using a light
and an electron microscope, after examining heart
muscle fragments of rats intoxicated chronically with
1 M ethanol solution. These may indicate energetic re-
serves depletion. These morphologic changes could be
a result of toxic damage to mitochondria membranes
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by ethanol. The intensity of changes increased with the
duration of experiments.

It is commonly known that about half of people
abusing alcohol gradually develop cardiomyopathy
(degenerative changes in muscle fibre, fatty degenera-
tion, megalocardia), resulting in heart disorders and
circulatory failure [2, 8, 9]. Alcohol is proposed to be
the cause of about 30% to 50% of cases of dilated
cardiomyopathy, while the kind of alcohol intake has
no significance. Alcohol cardiomyopathy is diagnosed
after eliminating other more common heart problems
and on the basis of information about chronic alcohol
intake.

The described morphological changes are not spe-
cific to alcohol cardiomyopathy. In post mortem ex-
amination of patients with cardiomyopathy, moderate
cardiac hypertrophy with widened cardiac chambers
was demonstrated. Different strengths of fibrosis focus
(also fibrosis of endocardium) and parietal thrombosis
can occur.

The extent of changes observed under microscope
examination depends on the stage of the disease. In the
first period, hypertrophy of cardiomyocytes domina-
tes. As the strength of symptoms of circulatory failure
increases, fibrosis of the tissue complex spreads —
which, however, was not observed in the conducted
studies (presumably because of the insufficient dura-
tion of the experiment). Besides hypertrophic cardio-
myocytes, atrophic cardiomyocytes are also present.
Some have large picnotic nuclei with a lipofuscin
granule and may have vacuolization of cytoplasm.
Sometimes in chambers muscles, fasciculi wave edge
fibres can appear. Highly fuchsin absorptive fibers can
also be found. Focuses of fattening and swelling are
also likely [6, 12, 16].

Burch and Colcolough [3, 4] performed experi-
ments using 60 mice, which were divided into 4 groups
receiving different alcohol for 6 months: beer with 5%
alcohol, 5% ethyl alcohol, 20% ethyl alcohol and wine
with 20% alcohol. Then the animals were sacrificed.
Pathological changes in microscope specimens of car-
diac muscles were observed in all alcohol-drinking
mice, regardless of the kind of alcohol. In the control
group, no changes were observed.

The extent of changes observed during microscope
examinations depends on the stage of the disease and
can result in widespread complex fibrosis, which is
connected with a worse blood supply to the heart and
stronger symptoms of circulation and respiratory sys-
tem insufficiency [3, 11].

6. Conclusion

Chronic ethyl alcohol intoxication results in struc-
tural damage in cardiomyocytes, manifesting in chan-
ges in the region of the mitochondria, endoplasmic
reticulum and cell nucleus.
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OCENA CHARAKTERU I PRZEBIEGU MORFODYNAMIKI USZKODZEN
STRUKTURALNYCH KARDIOMIOCYTOW W PRZEWLEKLEJ,
DOSWIADCZALNEJ INTOKSYKACJI ALKOHOLEM ETYLOWYM

1. Wstep

Przewlekte naduzywanie alkoholu etylowego prowa-
dzi do uszkodzenia zar6wno mig$nia sercowego, jak
i mig$ni szkieletowych [5, 7, 8, 14]. Powszechnie wia-
domo o wptywie alkoholu na uktad krazenia, przeja-
wiajacy si¢ nadci$nieniem tetniczym, zaburzeniami ryt-
mu i zastoinowa niewydolnoécia krazenia w przebiegu
kardiomiopatii rozstrzeniowej wtorne;.

W 1855 r. Wood jako pierwszy zwrocil uwage na
zwiazek migdzy nadmiernym piciem alkoholu a pojawia-
niem si¢ objawow niewydolno$ci migsnia sercowego.
W 1861 r. Friedrich opisat powigkszenie sylwetki serca
w przebiegu naduzywania alkoholu. W 1873 r. Walshe
uzyt okres$lenia ,,marsko$¢ serca” na okreslenie objawow
niewydolnosci krazenia u alkoholikow. Na niewydolno$¢
serca wystepujaca w zwiazku z nadmierna konsumpcja
alkoholu zwrdcono uwagg najpierw u monachijskich pi-
woszy w koncu XIX stulecia. Wydaje sig, ze w grg wcho-
dzilo przeciazenie uktadu krazenia duza ilo$cia ptynu,
siedzacy tryb zycia, otytos$¢ i zanieczyszczenie piwa ko-
baltem [11].

Metabolizm alkoholi, w tym etanolu, generuje stres
tlenowy. Uwaza sig, ze to wlasnie reaktywne formy tlenu
(RFT) prowadzace do uszkodzenia struktur komor-
kowych leza u podstaw rozwoju kardiomiopatii alkoho-
lowej [10, 13, 15].

2. Cel badan

Podjecie opisanych tu badan miato na celu przesle-
dzenie przy zastosowaniu mikroskopu $§wietlnego i elek-
tronowego zmian zachodzacych w budowie mig$nia
sercowego pod wplywem przewlektej doswiadczalnej in-
toksykacji alkoholem etylowym.

3. Material i metody

Badania wykonano na 30 szczurach szczepu wsob-
nego Lewis, samcach w wieku ok. 6 miesi¢cy, o masie
ciata okoto 240-290 g, ktére intoksykowano 1 M roz-
tworem alkoholu etylowego i usémiercano po 4, 81 12 ty-
godniach. Grupg kontrolna stanowito 10 szczurdéw otrzy-
mujacych do picia wode¢ wodociagowa.

Po u$mierceniu szczuréow serce odcinano od pni na-
czyniowych i umieszczano w roztworze soli fizjologicz-

nej. Wycinek z serca pobierano zawsze z tego samego
miejsca, tj. z poprzecznego przekroju obu komoér. Do mi-
kroskopii elektronowej pobierano wycinek z przegrody
migdzykomorowej. Wycinki do badan histopatologicz-
nych w mikroskopie §wietlnym utrwalano w 7% roztwo-
rze zobojgtnionej formaliny. Po opracowaniu wycinkow
klasyczng technika parafinowa bloczki krojono na
skrawki grubosci 4 um, barwiono hematoksyling i eozy-
na oraz metoda Selyego i wg Massona. Wycinki do mi-
kroskopii elektronowej o objetosci 1 mm® utrwalano
w 3,6% aldehydzie glutarowym w 0,13 M buforze kako-
dylowym o pH 7,2. Po dotrwaleniu w 2% roztworze czte-
rotlenku osmu material zatapiano w eponie. Preparaty
krojono ultramikrotomem LKB-5, siatki kontrastowano
w automacie Ultrastein LKB i oceniano pod mikrosko-
pem elektronowym 10 CR Zeiss.

Oceng strukturalng narzadéw w zakresie mikroskopii
$wietlnej przeprowadzono z uzyciem mikroskopu op-
tycznego BX-40 z torem wizyjnym i analizatorem obrazu
Micro Image 32 firmy Olympus. Pozostale badania mor-
fologiczne, ultrastrukturalne, w tym zwlaszcza zachowa-
nia mitochondriéw oraz jader komérkowych, wykonano,
uzywajac mikroskopu elektronowego transmisyjnego
10 CR firmy Zeiss Opton.

4. Wyniki

Badajac mikroskopowe wycinki z mig$nia serca
szczurdw otrzymujacych przez cztery tygodnie 1 M roz-
twor etanolu, stwierdzono, ze struktura widkien migs-
niowych byta w zasadzie zachowana, chociaz w strefie
podwsierdziowej obserwowano grupy widkien wykazu-
jacych wzrost kwasochtonnosci (rycina 1). Grupowaty
si¢ one gltdéwnie w zakresie migsnia przegrody miedzyko-
morowej oraz wolnej $ciany lewej komory serca. W tych
obszarach spostrzegano rowniez w preparatach barwio-
nych metoda wg Selyego wzrost fuksynochtonnosci,
a ich poprzeczne prazkowanie byto nieco zatarte.

U pojedynczych szczurdéw tej grupy obserwowano
czasem falisto$¢ przebiegu pojedynczych grup widkien
mig$niowych, szczegdlnie wyrazna w strefie $rodsier-
dziowej. Pozostale wtokna migsniowe miaty zachowang
strukturg, podobnie jak to obserwowano w grupie zwie-
rzat porownawczych. Naczynia krwionosne, zar6wno
zylne, jak i tetnicze, miaty prawidtowo zachowana struk-
turg $ciany.
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U zwierzat otrzymujacych roztwor etanolu przez
okres 8 tygodni obraz zmian mikroskopowych byt nieco
podobny, przy czym nasilenie zmian zwyrodnieniowych
w strefie podwsierdziowej nieco wigksze. Czg$ciej ani-
zeli w poprzedniej grupie obserwowano widkna wykazu-
jace wzrost kwasochtonnosci, a u jednego szczura tej
grupy stwierdzono w obrgbie przegrody wyktadniki
wczesnej martwicy (rycina 2).

Podobnie czgsto jak w grupie poprzedniej obserwo-
wano falisto$¢ przebiegu wiokien migsniowych, a ich
fuksynochtonnos¢ byta o identycznym nasileniu. Row-
niez, jak u zwierzat z grupy porownawczej oraz ocenia-
nych po 4 tygodniach intoksykacji etanolem, nie dostrze-
zono zmian mikroskopowych w uktadzie naczyniowym.

W preparatach mikroskopowych pochodzacych
z mig$nia serca zwierzat po 12 tygodniowej intoksykacji
etanolem ujawniono u dwoch szczuréw w obszarze pod-
wsierdziowym drobne ogniska martwicy wiokien z od-
czynem mezenchymalnym w ich otoczeniu.

U pozostatych zwierzat, czgsciej anizeli w poprzed-
nich grupach, obserwowano ogniskowa fuksynochton-
no$¢ zlokalizowana gltownie w obszarze podwsierdzio-
wym i czasem podnasierdziowym. W tych strefach same
wlokna mig$niowe miaty nieco zatarte poprzeczne prazko-
wanie i1 czasami objgte byly weztami skurczu (rycina 3).

Tylko u trzech szczuréw z tej grupy, obok opisanych
zmian, zaobserwowano rowniez obrzek $rodmiazszowy
rozsuwajacy nieco poszczeg6lne zespoty widkien migs-
niowych. W dwoch przypadkach widoczne byty drobne
ogniska zwtoknienia w strefie podwsierdziowej mig$nia
lewej komory serca. Struktura morfologiczna uktadu na-
czyniowego u szczuréw we wszystkich grupach dos-
wiadczalnych, jak i w grupie porownawczej, byta pra-
widlowo utrzymana.

Badania przy uzyciu mikroskopu elektronowego wy-
kazaly, ze w obrgbie drobnych naczyn wlosowatych ul-
trastruktura srodblonka byla zachowana. Sarkolemma
kardiomiocytow miata przewaznie regularny przebieg,
a uktad samych sarkomeréw byt z reguly zachowany.
Tylko w pojedynczych przypadkach, zwlaszcza w 8 ty-
godniu obserwacji, stwierdzono czasem poza obrzmie-
niem mitochondriow z ogniskowa krystoliza nieregu-
larnos$¢ przebiegu prazkéw w sarkomerach. Uktad sa-
mych miofibrylli byl utrzymany. Czasem w pojedyn-
czych miejscach migdzy miofibryllami stwierdzano
w sarkoplazmie, obok braku glikogenu, osmofilne krople
thuszezu (rycina 4). Jadro komérkowe byto w wigkszosci
owalne, o wyraznie zachowanej btonie jadrowej z brzez-
nie nieco zaggszczong heterochromatyng oraz wyraznie
uformowanym jaderkiem. Kanaly systemu T byly u tych
zwierzat nieznacznie poszerzone.

5. Dyskusja wynikow

Podawanie ksenobiotykdéw, w tym alkoholu etylowe-
go, powoduje nasilenie metabolizmu tlenowego w mito-
chondriach i zwigkszona produkcje reaktywnych form
tlenu [1]. Poszczegodlne narzady posiadaja rozny zasob
endogennych antyoksydantow, a wigc r6zna podatnosé
na stres oksydacyjny. Znany jest fakt wyst¢gpowania kar-
diomiopatii u 0s6b przyjmujacych przewlekle alkohol,
natomiast nie sa jednoznacznie wyjasnione przyczyny
powstawania tej patologii [2]. System obrony antyoksy-
dacyjnej moze okaza¢ si¢ nieefektywny w przypadku
nadmiernej produkcji reaktywnych form tlenu, czego
efektem moze by¢ wiasnie patologiczne uszkodzenie
narzadu.

W przeprowadzonych badaniach wycinkéw migénia
sercowego pod mikroskopem $wietlnym i elektronowym
szczuréw przewlekle intoksykowanych 1 M roztworem
etanolu stwierdzono zmiany przejawiajace si¢ obrzgkiem
mitochondriow z rozpadem grzebieni mitochondrial-
nych, przejasnieniem macierzy, ogniskowa homogeniza-
cja grzebieni, poszerzeniem gladkiej siateczki srodplaz-
matycznej oraz brakiem glikogenu w sarkoplazmie,
wskazujacym na wyczerpanie rezerw energetycznych. Te
zmiany morfologiczne moga by¢ wyrazem toksycznego
uszkodzenia bton mitochondrialnych przez etanol. Na-
silenie zmian bylo tym wigksze, im dluzej trwato dos-
wiadczenie.

Jak powszechnie wiadomo, u okolo polowy o0sob
przewlekle naduzywajacych alkoholu stopniowo rozwija
si¢ kardiomiopatia (zmiany degeneracyjne wtdkien migs-
niowych, sthuszczenie i powigkszenie serca), prowadzaca
do zaburzen pracy serca i niewydolnosci krazenia [2, 8§,
9]. Alkohol jest wymieniany jako przyczyna kardio-
miopatii rozstrzeniowej w ok. 30-50% przypadkow, przy
czym rodzaj spozywanego alkoholu nie ma znaczenia.
Kardiomiopatia alkoholowa jest rozpoznawana po wyta-
czeniu innych, czgstszych przyczyn chordb serca i na
podstawie informacji o przewlektym piciu alkoholu.

Opisywane zmiany morfologiczne w kardiomiopatii
alkoholowej nie sa charakterystyczne. W badaniu po-
$miertnym serca pacjentow z kardiomiopatia stwierdza
si¢ ich umiarkowany przerost z poszerzeniem jam. Moga
wystepowac ogniska rdznie nasilonego widknienia, takze
wsierdzia, czasami widuje si¢ zakrzepy przyscienne.

Zaawansowanie zmian obserwowanych podczas ba-
dania mikroskopowego zalezy od stadium rozwoju cho-
roby. W poczatkowym okresie dominuje gtéwnie prze-
rost kardiomiocytow. W miarg poglebiania si¢ objawow
niewydolnosci krazenia dochodzi do rozleglego wtok-
nienia zrgbu, czego w przeprowadzonych badaniach
(z uwagi na by¢ moze zbyt krétki czas obserwacji) nie za-
obserowano. Obok kardiomiocytow przerostych widuje
si¢ rowniez zanikowe. Niektore maja duze, piknotyczne
jadra, zawieraja ziarna lipofuscyny, moga tez wykazy-
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wac wakuolizacje cytoplazmy. W migsniu komoér poja-
wiaja si¢ czasami peczki wiokien o falistym przebiegu.
Stwierdza si¢ ponadto wtokna o wzmozonej fuksyno-
chlonnos$ci. Czasami znajduje si¢ ogniska stluszczenia
i obrzgku zrebu [6, 12, 16].

Burch i Colcolough [3, 4] przeprowadzili doswiad-
czenia na 60 myszach, ktore podzielono na 4 grupy, po
czym przez 6 miesigcy podawano im do picia piwo o za-
wartosci alkoholu 5%, 5% alkohol etylowy, 20% alkohol
etylowy 1 wino o zawartosci 20% alkoholu. Zwierzgta
usmiercano po uplywie 6 miesigcy. Patologiczne zmiany
mikroskopowe w preparatach z migsnia sercowego za-
obserwowano u wszystkich zwierzat pijacych napoje al-
koholowe, bez wzgledu na rodzaj napoju, w odroéznieniu
od grupy kontrolnej, w ktorej nie dostrzezono zmian pa-
tologicznych.

Zaawansowanie zmian obserwowanych podczas bada-
nia mikroskopowego zalezy od stadium rozwoju choroby,
az do rozleglego widknienia zrgbu i zwiazanego z tym gor-
szego ukrwienia mig$nia sercowego i nasilania si¢ objawow
niewydolnosci krazeniowo-oddechowe;j [3, 11].

6. Whniosek

Przewlekta intoksykacja alkoholem etylowym pro-
wadzi do uszkodzen strukturalnych w kardiomiocytach,
wyrazajacych si¢ zmianami w obrgbie mitochondriow,
siateczki $§rodplazmatycznej oraz jadra komoérkowego.
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