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REZUMAT

Scopul studiului este aprecierea efectelor acute
patologice ale etanolului si ale metabolitului sau
acetaldehida, asupra cardiomiocitelor de gobolan aflate in
culturi celulare.

Etanolul (20 mM/I si 200 mM/l) cét si acetaldehida (10
mM/) si (100 mM/) au determinat o detasare a filmului
celular de pe substrat in proportie de peste 95%.

La microscopul fotonic nu am decelat nici un fel de
modificari celulare in culturile cardiomiocitare expuse la
etanol. in schimb, in culturile expuse la acetaldehida am
constatat mici vacuole citoplasmatice rezultate din disparitia
materialului PAS pozitiv (glicogen). La microscopul electronic
nu am notat nici o modificare ultrastructurald la culturile
expuse la etanol. La cardiomiocitele expuse la acetaldehida
am notat o suferintd mitocondriald exprimata prin balonizarea
mitocondriald. De asemenea, am constatat o intensificare a
activitatii functionale desfasurata in reticulul endoplasmatic
ilustrata prin desprinderea de microvezicule de tranzit.

Concluzii: Efectele acute nocive ale etanolului la nivelul
cardiomiocitelor se exercitd mai ales prin intermediul
metabolitului séu toxic acetaldehida, etanolul “per se” avéand
ca punct de impact membrana citoplasmatica.

Cuvinte chele: etanol, acetaldehida, culturi celulare
de cardiomiocite de sobolan.

ABSTRACT
Patological acute effects of ethanol and
acethaldehide on rat cultured cardiomyocites

Ethanol (20 mM/I and 200 mM/l) and acethaldehide
(10 mm/l and 100 mM/l) exposure results in more than
95% detachment from substrate of rat cultured
cardiomyocites. On light microscope we didn't notice any
cellular changes on the cultured cardiomyocites exposed
to ethanol. But on the cardiomyocites exposed to
acethaldehide we have noticed small cytoplasmatic
vacuoles that resulted from the disappearance of PAS
positive substance (glicogen). Neither on electron
microscope we didn’t notice any change of cells exposed
to ethanol. But on the cardiomyocites exposed to
acethaldehide we noticed a mithocondrial swollen and an
intensification of the functional activity of the endoplasmatic
reticulum, manifested as formation of the transit
microvesicules.

The study reveals that harmful acute effects of the
ethanol at the cardiomyocites level is exercited especially
through his toxic metabolite acethaldehide, the ethanol
having as impact point the cytoplasmatic membrane.

Key words: ethanol, acethaldehide, rat cultured
cardiomyocites

Introducere

in ultimii ani studii numeroase au conturat in mod clar
relatia intre alcoolism si dezvoltarea unei cardiomiopatii,
numitd din aceastd cauza cardiomiopatia alcoolicid (4, 5, 8).
in acelasi timp este recunoscut si conceptul de Holiday Heart
Syndrom, o tahiaritmie paroxistici, de obicei
supraventriculard, determinati de consumul acut, masiv de
etanol. Studiul prezent se focalizeazi asupra efectelor acute
ale etanolului asupra cardiomiocitelor, evidentiate, mai ales,
la nivel ultrastructural, modificiiri patologice care, probabil,
reprezintd primul moment al instaldrii fazei subclinice a
cardiomiopatiei alcoolice.

Material si metoda

Studiul a fost realizat pe culturi de cardiomiocite de
sobolan nou niscut de trei zle, culturile de celule au fost
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intretinute in cadrul laboratorului specializat al Institutului
de Igiend lasi. Etapele studiului au fost: realizarea culturii
celulare de cardiomiocite, aplicarea substantei de studiat pe
mediul de culturd, evaluarea efectelor substantelor asupra
culturilor celulare.

Realizarea culturii de cardiomiocite. Tehnica de lucru (6,
7) a cuprins urmitoarele etape: prelevarea sterild a inimii de
sobolan nou ndscut de trei zile; fiecare cord a fost fragmentat
separat in piese cu dimensiuni de 1 - 3 mm?; fragmentele au
fost trecute intr-un balon Erlenmeyer si spalate in tampon
fosfat salin; dupi ultima spilare fragmentele au fost introduse
in EDTA 0,02%, incilzite la 37° C; in balon s-a introdus o bard
magnetic3, amestecul a fost agitat magnetic timp de 30 minute
la temperatura camerei, dupd care s-a indepdrtat
supernatantul care contine material citotoxic; peste
fragmentele rimase s-a addugat solutie EDTA; s-au efectuat
scurte sarje de dispersie care au durat 4-5 minute fiecare;
dupi fiecare sarjd, supernatantul a fost colectat intr-un
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recipient cufundat intr-un cristalizor cu gheat; supernatantele
astfel colectate au fost amestecate si centrifugate la 600 - 800
turatii/minut; supernatantul rezultat a fost inliturat, iar
sedimentul a fost preluat in mediu in vitro I-65 suplimentat
cu 10% ser de vitel, s-a efectuat numiritoarea celulelor din
suspensie cu ajutorul hemocitometrului si concentratia a fost
corectatd cu mediul astfel incat si se obtind 5x1.000.000
cardiomiocite/ml; pentru fiecare experiment suspensia a fost
repartizatd in doud pérti egale in volum de 2 ml, in doui
recipiente de culturi, previzute cu dop de cauciuc atoxic si
incubate la termostat la 37° C, unul fiind supus actiunii
substantei de cercetat, iar celilalt fiind martorul. Am utilizat
un numdr de 12 tuburi. Aplicarea substantei de cercetat pe
cultura de celule s-a ficut in a 5-a zi de dezvoltare a culturilor,
moment in care filmul de cardiomiocite era complet in toate
tuburile. Am realizat in conditii de maximi sterilitate, solutii
mai concentrate de etanol si acetaldehidi, astfel incat intr-un
volum mic de 0,1 ml si fie cuprinsi o cantitate de substanti
care s realizeze in mediul de culturd (2 ml) dintr-un tub
concentratiile: tub 5; 9: etanol 20 mM/J; tub 6; 10: etanol 200
mM/1; tub 7; 11: acetaldehidd 10 mM/1; tub 8; 12; acetaldehidi
100 mM/1.

Aplicarea substantei de testat s-a ficut in conditii de
maxima sterilitate. Durata expunerii a fost de 120 min., timp
in care tuburile au fost mentinute in termostat la 37°C.

Evaluarea efectelor etanolului si acetaldehidei asupra
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culturilor celulare s-a ficut dupd urmitoarele criterii: A -
adezitivitatea monostratului celular la peretele tubului; B -
morfologia celulard la microscopia fotonica; C - morfologia
celulard si a organitelor celulare la microscopia electronici.
Dupa expirarea celor 120 minute tuburile cu culturi
celulare au fost scoase de la termostat si au fost examinate
rapid la microscopul fotonic, studiindu-se aspectul filmului
celular. Pentru tuburile martor desprinderea filmului celular
de pe perete a fost realizati cu ajutorul unei solutii de EDTA.
Toate tuburile au fost centrifugate la 1000 rotatii pe minut
timp de 5 minute. S-a aruncat supernatantul, iar din
sedimentul tuburilor (i martorii corespunzitori) s-au ficut
céte trei fractiuni pentru fiecare tub, ulterior aceste fractiuni
au fost colorate cu hematoxilin eozini, PAS (acid Schiff) si
PAS cu digestie (DIASTAZA). Aceste lame au fost examinate
la microscopul fotonic. Suspensiile celulare din tuburile 9,
10, 11, 12 si martorii corespunzitori, au fost preparate pentru
examinarea la microscopul electronic PHILIPS CM 100.

Rezultate:

A. Studiul aderentei filmului celular la peretele tubului de
culturd s-a ficut prin citire “in vivo” la microscopul fotonic in
doud momente: inainte si dupd 120 minute de expunere la eta-
nol §i acetaldehida. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 1.

Tabel I

Film celular M Etanol Etanol Acetaldehidd | Acetaldehidi
Martor 20 mM/1 200 mM/1 10 mM/1 100 mm/1

Detasat % 0% 95% 95% 100% 100%

B. Morfologia celularii la microscopul fotonic. in culturile
cardiomiocitare expuse la concentratii de etanol de 20 mM/
I si 20 mM/1 timp de 120 minute, colorate cu hematoxilin
eozind, PAS si PAS cu digestie anterioard si examinate la
microscop fotonic cu obiectiv 40, nu am decelat nici un fel de
modificiri. In schimb, in culturile cardiomiocitare expuse la
acetaldehidd 10 mM/I si colorate PAS s-au observat
vacuolizari citoplasmatice discrete care au devenit marcate
la concentratia acetaldehidei de 100 mM/1 (Fig. 1).

s g

Fig. 1. Placard de cardiomiocite cu vacuo-

lizdri marcate ale citoplasmei
(colorate PAS - obiectiv 40)

Disparitia materialului PAS pozitiv dupi digestie prealabili
cu diastazd, arati in mod cert ci materialul PAS pozitiv
prezent in cardiomiocite este glicogen.

C. Studiul in microscopie electronici, efectuat la
microscopul electronic PHILIPS CM 100 nu a evidentiat nici
un fel de modificari in culturile celulare expuse la etanol 20
mM/1 si etanol 200mM/], timp de 120 minute. La culturile
de cardiomiocite expuse la acetaldehida 10 mM/1 si 100 mM/
1, am notat prezenta unei baloniziri mitocondriale (Fig. 2) si
aparitia de microvezicule de tranzit la nivelul reticulului
citoplasmatic (Fig. 3).

Fig. 2. Cardiomiocit cu mitocondrii
balonizate. M: mitocondrie; FMC:
Jibrild musculard cardiacd; DI: disc
intercalar; RE: reticul endoplasmatic
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Fig. 3. Reticul citoplasmatic cu vezicule de
tranzit. MvTr: microvezicule de tran-
zit; FMC: fibrild muscularda cardiaca

Discutii si concluzii

Cardiomiocitele in culturd nu reprezinti fidel ansamblul
caracteristicilor fundamentale pe care ele le exprim in vivo.
Acestea variazi, de altfel, in functie de specia animald, de
varstd si functie de conditiile fiziologice sau patologice. In
practici astiizi, numai caracteristicile celulelor in primo-cultura
sunt suficient de cunoscute pentru a permite utilizarea lor in
toxicologie. Modelul ales de noi (2,3), primo-culturi de
cardiomiocite de sobolan nou niscut de trei zle, expuse in
experiment acut la concentratii variate (cu echivalent in
practica medicald) de etanol si acetaldehidd, ne-a permis s
afirmim ci acetaldehida in concentratii de mM determind
un spectru larg de efecte citopatice. Este cunoscut faptul ca
etanolul inhibd comunicirile intercelulare care joacd un rol
central in reglarea cresterii si diferentierii celulare. Etanolul
prin efect indirect actioneaza asupra jonctiunilor gap, in timp
ce acetaldehida, nu (1). Totusi noi consideram cd atat etanolul
cét si acetaldehida actioneaza si la nivel membranar, ceea ce
ar explica detasarea filmului celular de pe peretele tubului

de culturd, atat a cardiomiocitelor expuse la etanol (10 mM/
1 si 20 mm/l, cat si a celor expuse la acetaldehida 10 mM/
1si 100 mM/L

Constatim prin prisma rezultatelor obtinute in
microscopie electronicd ci in culturile de cardiomiocite de
sobolan nou ndscut are loc un fenomen de agresiune toxica
in urma actiunii acute a acetaldehidei, manifestata morfologic
1a nivel mitocondrial si reticul citoplasmatic. Evidentiem faptul
ci efectele acute ale etanolului la nivelul cardiomiocitelor se
exercitd mai ales prin intermediul metabolitului sau toxic
acetaldehida.
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