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Zofia Olszowy

Badania doswiadczalne nad przebiegiem zatrucia
glikolem etylenowym w aspekcie toksykologicznym
i medyczno-sgdowym. Cz. 3. Badania
mikroskopowe w ostrym i podostrym zatruciu
glikolem etylenowym

Experimental irwestigations on the course of ethylene glycol
poisoning from a medico-legal and toxicological aspect.
Part 3. Microscopic examination in acute and subacute
ethylene glycol poisonings

Z Katedry Medycyny Sadowej Slaskiej AM w Katowicach
Kierownik: prof. dr hab. H. Sybirska

Badania mikroskopowe miaty na celu wykazanie zmian patologicznych w narzadach
wewnetrznych zwierzat, ktérym podano glikol etylenowy jednokrotnie i przez 28 dni
w trzech zréznicowanych dawkach 1/2,1/10,1/100 DL,o/kgmc. Obserwowane zmiany
miaty charakter zaburzen w kragzeniu, zmian wstecznych, postepowych i zapalnych.
W doswiadczeniu ostrym zmiany te byly stabo zaznaczone i wystepowaty u pojedyn-
czych szczuréw w grupach. Wymieniane zmiany przede wszystkim manifestowaty sie
w narzgdach zwierzat zatruwanych glikolem etylenowym przez 28 dni. W watrobie,
nerkach, mézgu a takze wczesniej zebranych porcjach moczu zatrutych szczuréow
potwierdzono obecnos$¢ krysztalbw szczawianu wapnia. Obserwacje prowadzono
w mikroskopie swietlnym, Swietle spolaryzowanym a takze w mikroskopie elektronowym.
Wielkos¢ i ilos¢ krysztatldw w preparatach byta zréznicowana. Roéznice te pozostawatly
w zwigzku z wielko$cig podawanej dawki glikolu, rodzajem zatrucia (ostre, podostre)
a takze czasem jaki uptyngt od podania ksenobiotyku.

The aim of microscopic examination was to show lesions in internal organs of the rats
which were administrated ethylene glycol once and in 3 different doses: 1/2,1/10 and
1/100 DL,o/kgbm within 28 days. Lesions were found to be: retrogressive, progressive,
inflammatory or sometimes they were circulatory disturbances. In an acute experiment
these lesions were rather not very visible and they appeared in single rats, especially
those after a 28-day dose of ethylene glycol. Calcium oxalate crystals were found in the
liver, kidneys, brain and urine of the poisoned rats. Microscopic examination was carried
out using polarized-light and electron microscopes. The size and guantity of calcium
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oxalate crystals in microscopic specimens were different. The observed differences were
connected with the size of ethylene glycol dose, the type of poisoning (acute, subacute)
and time from xenobiotic administration to the examination.

Stowa kluczowe: zatrucie ostre i podostre glikolem etylenowym,
zmiany morfologiczne, krysztaty szczawianu wapnia.

Key words: acute and subacute ethylene glycol poisoning,
morphologic changes, calcium oxalate crystals.

Glikol etylenowy, podobnie jak etanol, ma dziatanie narkotyczne (6, 23).
W zatruciu tym dwuwodorotlenowym alkoholem szczegdlne znaczenie majgjego
metabolity (aldehyd glikolowy, kwas glikolowy, kwas glioksalowy, kwas
szczawiowy), ktére mogag by¢ przyczyng ciezkich uszkodzen osrodkowego
uktadu nerwowego, nerek i innych narzgdéw wewnetrznych (8, 9,10, 12, 22).

W pos$miertnym rozpoznaniu zatrucia glikolem etylenowym, dla medyka
sgdowego a takze Kklinicysty, obok badan toksykologicznych znaczacg role
spetniajg badania histopatologiczne (7, 17, 19). Z danych literaturowych oraz
wtasnych obserwacji, w przypadkach zatru¢ smiertelnych glikolem, mikroskopo-
wo stwierdza sie w modzgu: obrzek, przekrwienie, krwawe wybroczyny, drobne
nacieki oraz krysztaty szczawianu wapnia w przestrzeni podpajeczczynéwkowej
mozgu a takze tkance mdzgowej. W plucach: obrzek, krwawe wybroczyny
srodmigzszowe i optucnowe (17, 19, 21). Ponadto zmiany zwyrodnieniowe
miesnia sercowego, watroby i nerek. W nerkach uwage zwracajg wybroczyny
krwawe idrobne nacieki, sttuszczenie kropelkowe, obecnos¢ wateczkéw
ziarnistych i hemoglobinowych. Krysztaty szczawianu wapnia stwierdza sie w
Swietle kanalikow nerkowych, $rodkomérkowo w  komérkach  kanalikéw
nerkowych, w nabtonku cewek, w $wietle drobnych naczyn. Ich obecnos¢
stwierdza sie takze w zytach centralnych migzszu watroby (2, 5, 14, 22).

Zmiany patologiczne i ich nasilenie zalezne sg od wielu czynnikéw, przede
wszystkim od ilosci spozytego glikolu etylenowego, czasu intoksykacji, czasu jaki
uptyngt od spozycia trucizny do zejscia Smiertelnego (1, 6, 9, 13, 12, 19).
Obserwowane zmiany morfologiczne nie sg charakterystyczne. W zatruciu
glikolem etylenowym za charakterystyczne mozna uznaé jedynie obecnos¢
krysztatdw szczawianu wapnia (8, 14). Za czynnik warunkujgcy kliniczny obraz
zatrucia, dlugo uznawano nagromadzenie szczawiandéw wapnia (3, 14, 22, 10).
Kwas szczawiowy jest zwigzkiem o wysokiej toksycznosci. Spozyty w czystej
postaci powoduje rozlegte uszkodzenie nerek, silng kwasice, szybkg $mierc.
Letalna dawka szczawianéw dla cztowieka wynosi 0,1g/kgmc (11, 20) i jest
wielokrotnie nizsza od dawki letalnej glikolu etylenowego - 1,4g/kgmc (4).
Szczawian wapnia praktycznie nie jest metabolizowany. Jego eliminacja
z organizmu nastepuje przez uktad moczowy. Wydalanie szczawianow jest
powolne i moze trwac¢ od 2 do 6 tygodni a nawet diuzej (3, 7, 17).
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MATERIAL | METODY

Badania wykonano na szczurach szczepu Wistar, w wieku 3 miesiecy
i ciezarze 180-200g. Zwierzeta podzielono losowo na dwie grupy gtéwne
z przeznaczeniem do doswiadczenia ostrego i testu 28-dniowego. W obrebie
grup gtéwnych wyodrebniono 3 grupy liczgce po 21 samic i 21 samcow, ktérym
w doswiadczeniu ostrym sondg dozotgdkowo, podano jednokrotnie glikol
etylenowy w dawkach 1/2, 1/10, 1/100 DL, /kgmc. W doswiadczeniu podostrym
identyczne ilosci glikolu podawano codziennie przez 28 dni. Dwdém grupom
kontrolnym liczgcym po 14 samic i 14 samcow podawano wode. W czasie 26-
godzinnej obserwacji materiat do badan histopatologicznych pobrano siedmio-
krotnie (18).

Szczury dekapitowano i wykonywano szczegdétowe badania sekcyjne. Do
badan histopatologicznych pobierano nastepujgce narzady: mézg, serce, ptuca,
watrobe, $ledzione, nerki, nadnercza, zotadek, dwunastnice, gonady (jadra,
jajniki). Pobrany materiat utrwalano w 10% roztworze formaliny a nastepnie
poddano obrébce technikg parafinowag. Preparaty te barwiono hematoksyling
i eozyng. Oceniano w mikroskopie w $wietle zwyklym i spolaryzowanym. Do
mikroskopii elektronowej skaningowej wycinki z narzgdow (watroba, nerka,
mozg) utrwalano w 2,5% roztworze glutaraldehydu w buforze kakodylowym i 1%
roztworze czterotlenku osmu na buforze kakodylowym. Proces odwadniania
i osuszania prowadzono w szeregu acetonowym do peitnego acetonu. Ostatni
etap suszenia w tzw. punkcie krytycznym.

Osad z zebranych porcji moczu oceniono pod katem obecnosci krysztatow
szczawianowych.

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Zmiany patologiczne, jakie obserwowano w narzgdach wewnetrznych zwie-
rzat intoksykowanych glikolem etylenowym, byly zalezne od wielkosci stosowa-
nych dawek oraz rodzaju zatrucia (ostre, podostre). Zaleznos¢ ta uwidocznita sie
juz w czasie badan sekcyjnych. Makroskopowo u 8 szczurdw (6 $, 2 9)
obcigzonych jednorazowo glikolem w dawce 1/2 DL,, stwierdzono w niewielkim
stopniu powiekszenie nerek. Po tej samej dawce w doswiadczeniu podostrym
u 28 zwierzagt (18 <§, 10 9) nerki byly wyraznie powiekszone, barwy szarozottej
i 0 ziarnistej powierzchni. Réwniez watroba u szczuréw w tej grupie wykazywata
z6ttawe zabarwienie. Podobny charakter zmian obserwowano u 4 samcow
zatruwanych dawkg 1/10 DL,, glikolu. Takich zmian makroskopowych nie
stwierdzono u zwierzat w grupach kontrolnych.

W obrazie mikroskopowym narzgdéw wewnetrznych zatrutych zwierzat
stwierdzono szereg zmian patologicznych. Zmiany te jednak byly mato zréznico-
wane i nie miaty cech swoistych. Miaty one charakter zmian wstecznych,
postepowych i zapalnych. Dominowaty zaburzenia w uktadzie krgzenia w postaci
przekrwienia i krwinkotokéw. Ich nasilenie wzrastato proporcjonalnie do wielkosci
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podawanych dawek. Zaburzenia w uktadzie krgzenia dotyczyty w szczegdlnosci
moézgu serca, nerek i watroby. Obserwowane one byly takze u zwierzat
kontrolnych, prawdopodobnie jako nastepstwo zaburzen agonalnych (11).
Wyrazne jednak ich nasilenie u zwierzat =zatrutych glikolem, zwtaszcza
w doswiadczeniu podostrym, przemawia za tym, ze czynnikiem sprawczym tych
zmian mogt by¢ rowniez glikol. Obserwowany efekt skumulowanego dziatania
czynnika toksycznego mogg ttumaczyé znamiennie wyzsze stezenia glikolu i jego
metabolitow, oznaczone w tkankach zwierzagt zatruwanych przez 28 dni (18).
Zmiany w uktadzie krgzenia u szczuréw w doswiadczeniu ostrym, uchwycone w 6
godzinie po intoksykacji, nie ulegty nasileniu w miare uptywu czasu.

Zmiany zapalne ujawnione w piucach czesto miaty charakter zapalenia
ropnego zwtaszcza u zwierzat w doswiadczeniu podostrym. Nie byly one
skorelowane z wielko$cig podawanej dawki ksenobiotyku. Ropne zapalenie ptuc
jest czestym powiktaniem chorobowym obserwowanym u szczuréw laboratoryj-
nych (11, 16). Zmiany tej nie mozna tgczy¢ etiopatologicznie z zatruciem glikolem
etylenowym. Podobnie nie nalezy tgczy¢é z toksycznym dziataniem glikolu
wystepujgcych w plucach naciekow komorek piankowatych. Jest to bowiem
typowe dla toczacych sie w ptucach szczuréw laboratoryjnych nieswoistych
procesow zapalnych (16).

Zmiany wsteczne obserwowano gtéwnie w narzgdach migzszowych (watroba,
nerki) w postaci zwyrodnienia tluszczowego, wodniczkowego, wateczkéw
szklistych. Obraz mikroskopowy w zakresie tych zmian byt wyraznie zalezny od
iloéci podanego glikolu i czasu narazenia (5, 7, 9, 23).

Kolejng grupe zmian stanowity zmiany postepowe obserwowane w watrobie
pod postacig rozrostu komérek Browicza-Kupffera. W pojedynczych przypad-
kach stwierdzono réwniez nacieki komérkowe w przestrzeniach wrotnych.
Nasilenie obserwowanych zmian byto skorelowane z wielko$cig dawki glikolu.
W watrobie szczuréw kontrolnych na ogét zmian nie byto.

W miesniu sercowym przekrwienie, krwinkotoki obserwowano u wszystkich
zwierzgt w doswiadczeniu ostrym i podostrym. Nasilenie ich bylo wieksze
u szczuroéw zatruwanych glikolem. U jednego szczura, samca w doswiadczeniu
podostrym, w grupie otrzymujgcej dawke 1/10 DL,,, stwierdzono ropne zapalenie
osierdzia.

W $ledzionie 6 szczuréw: jednego z grupy, w ktérej podawano dawke 1/2
DL,, i pieciu 1/100 DL,,, obserwowano ziogi hemosyderyny. Przekrwienie
$ledziony stwierdzono tylko u jednej samicy z grupy zatruwanej dawka 1/10 DL,,.

W mézgowiu obserwowano zaburzenia w uktadzie krgzenia manifestujgce sie
przekrwieniem i krwinkotokami. Szczegdlne nasilenie tych zmian wystepowato po
dawce najwyzszej i byto wyraznie wieksze u szczuréw w doswiadczeniu
podostrym.

Szczegdlng uwage zwracajg zmiany w nerkach. Polegaty one na uszkodzeniu
nerczycowym kanalikéw nerkowych. Kanaliki swoim wyglgdem przypominaty
pecherzyki tarczycy, w swietle ktérych widoczne byly wateczki szkliste i krysztaty
szczawianu wapnia. Podobne zmiany obserwowane byly u ludzi zatrutych
glikolem (14, 19, 21). Szczegdtowe zmiany morfologiczne w wyzej wymienionych
narzgdach przedstawiono w tabeli | i Il.

Nr 4

, ktérym podano jednorazowo glikol etylenowy.

Tabela |. Zmiany histopatologiczne w narzgdach wewnetrznych szczurow

lene glycol once.

Table |. Histopathological changes in internal organs of the rats which were administrated ethy
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W pozostatych badanych narzadach (zotadek, dwunastnica, nadnercza,
SN gonady) zmian patologicznych nie obserwowano.

W diagnostyce zatru¢ glikolem etylenowym duze znaczenie ma wykazanie
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Fig. 1. Kidney- calcium oxalate crystals. Ethylene glycol dose of 1/10
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Tabela Il. Zmiany histopatologiczne w narzadach wewnetrznych szczuréw, zatruwanych przez 28 dni glikolem
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Ryc. 2. Watroba - najczesciej spotykany obraz, potwierdzajgcy obecnos¢
krysztatdw szczawianu wapnia. Dawka 1/100 DL, /kgm.c. glikolu
etylenowego. Doswiadczenie podostre (samiec). SEM. Pow. 5000x.

Fig. 2. Liver - the most common picture of calcium oxalate crystals. Ethylene

glycol dose of 1/100 DL,,/kgb.m. Subacute experiment (mate). SEM. Enl.

5000x.

Ryc. 3. Mézg - krysztaly szczawianu wapnia. W tkance mézgowej sporadycznie
spotykano pojedyncze agregaty krysztatéw. Dawka 1/2 DL,,/kgm.c.
glikolu etylenowego. Doswiadczenie podostre (samiec). SEM. Pow.
2500x.

Fig. 3. Brain - calcium oxalate crystals. Single aggregates of crystals were
found rarely in brain tissue. Ethylene glycol dose of 1/2 DL,o/kgb.m.
Subacute experiment (mate). SEM. Enl. 2500x.

Ryc. 4. Krysztaty szczawianu wapnia tworzgce bardzo zréznicowane
kompozycje. Dawka 1/2 DL, /kgm.c. glikolu etylenowego. Doswiadczenie
podostre (samica). SEM. Pow. 500x.

Fig. 4. Kidney - different clusters of calcium oxalate crystals. Ethylene glycol
dose of 1/2 DL, /kgb.m. Subacute experiment (female). SEM. Enl. 500x.

Ryc. 5. Krysztaly szczawianu wapnia w porcji moczu zebranego o godzinie 14
od szczura (samca), ktéremu podano glikol etylenowy w dawce 1/2
DI_so0/kgm.c. Doswiadczenie ostre. Pow. 320x.

Fig. 5. Calcium oxalate crystals in urine collected from a rat (mate) at 2 p.m. after
ethylene glycol administration in a dose of 1/2 DL,,/kgb.m. Acute
experiment. Enl. 320x.



340 Z. Olszowy Nr 4

Ryc. 6. Krysztaly szczawianu wapnia w porcji moczu zebranego o godzinie 14°°
od szczura (samca), ktéremu podano glikol etylenowy w dawce 1/2
DL-50/kgm.c. Doswiadczenie podostre. Pow. 320x.

Fig. 6. Calcium oxalate crystals in urine collected from a rat (mate) at 2 p.m.
after ethylene glycol administration in a dose of 1/2 DL,,/kgb.m. Subacute
experiment. Enl. 320x.

W mikroskopie optycznym drobne krysztaty mogg by¢ niewidoczne, dlatego
celowe byly ich poszukiwania w swietle spolaryzowanym (19, 24) a takze
mikroskopie elektronowym. Eliminacja szczawianéw z organizmu nastepuje
przez ukfad moczowy (7). llos¢ szczawiandéw, ktéra byta wydalana z moczem
a takze ich wielkos¢ zalezata od ilosci podanego glikolu i rodzaju zatrucia.
Rozmiary krysztatéw byty zréznicowane - od dziesiagtych czesci mikrometra do
kilkudziesieciu mikronéw (ryc. 5, 6).

WNIOSKI

1. Obserwowane zmiany patologiczne w preparatach histologicznych
z narzagdow wewnetrznych zwierzat, zatruwanych glikolem etylenowym, nie
miaty cech swoistych. Miaty one charakter zmian wstecznych i odczynowych
ostrych (w uktadzie krgzenia: przekrwienia, krwinkotoki) a takze postepo-
wych. Zalezne byly od wielko$ci i wielokrotnosci podawanych dawek. Zmia-
ny odczynowe ostre byly widoczne przede wszystkim w pierwszych godzi-
nach doswiadczenia, wsteczne zas przy dtuzej trwajacym toksycznym dzia-
taniu glikolu i jego metabolitéw. Zmiany postepowe pojawity sie w watrobie
szczuréw pod postacig rozrostu komoérek Browicza-Kupffera.

2. Obecnos¢ krysztaldw szczawianu wapnia w nerkach, moézgu i watrobie,
nawet po najmniejszej dawce glikolu (w doswiadczeniu ostrym i podostrym),
mozna byto potwierdzi¢ w mikroskopie elektronowym skaningowym.
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3. W osadzie moczu, zebranym w okreslonych przedziatach czasowych,
najwieksze ilosci krysztatbw szczawianowych obserwowano w pierwszej
porcji moczu. Wielkos$¢ i ilos¢ krysztatow byly zalezne od podanej dawki
glikolu etylenowego i rodzaju zatrucia (ostre i podostre).
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Eksperyment przeprowadzono na 80-ciu szczurach szczepu wsobnego Wistar, ktérym
podawano do picia 1,25% roztwor glikolu etylenowego przez 16 tygodni. Dokonano
oceny migénia serca w mikroskopie $wietlnym i elektronowym po 12, 14 i 26 tygodniach
trwania doswiadczenia. W miare uptywu czasu zaobserwowano zmiany morfologiczne
zarowno w obrebie struktury widkien miesniowych, jak i przestrzeni $rédmigzszowej.
Poczatkowo wystepowat obrzek w przestrzeni $rédmigzszowej, nastepnie pojawily sie
fibroblasty tworzace kolagen. Zmiany w komérkach dotyczyty nasilenia funkcji
autosomalnej, kondensacji mitochondriéw oraz wydzielania uszkodzonych organelli
komérkowych przez nieuszkodzong sarkolemme.

Experiments were carried out in 80 Wistar rats who were given a 1,25% ethylene glycol
solution to drink for 16 weeks. Myocardium was estimated by light and electron
microscope after 12, 14, and 16 weeks of the experiment. As time passed morphological
changes were observed both within the muscle fibres and interstitial space. Initially,
oedema in the interstital space was found, then collagen forming fibroblasts appeared.
Changes in muscle cells were related to intensification of lysosome autophagosomal
function, mitochondria condensation and damaged celi organelle secretion outside the
intact sarcolemma.

Stowa kluczowe: serce, glikol etylenowy, przewlekta intoksykacja,
morfologia, ultrastruktura.

Key words: heart, ethylene glycol, chroni¢ intoxication,
morphology, ultrastructure.



