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ABSTRACT: This paper presents the results of research on the influence of chronic
intoxication with selected alcohols (ethanol, methanol, and ethylene glycol) on cer-
tain oxidative stress parameters in rat lungs. From these results it may be concluded
that chronic intake of alcohol produces an increase in the concentration of reactive
oxygen forms (hydrogen peroxide) and lipid peroxidation products (TBA-reactive
products), and also changes in the concentration of antioxidant system components
(free SH-groups) in this organ.
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INTRODUCTION

In the course of metabolism of alcohols, including ethanol, methanol, and
ethylene glycol, reactive forms of oxygen are generated [11]. This leads to the
development of oxidative stress, i.e. to a disturbance in the homeostasis of the
organism, leading to an increase in stationary concentrations of reactive
forms of oxygen. Their concentration depends on the equilibrium level be-
tween their rate of formation and the concentration of low molecular antioxi-
dants and also the activity of protecting enzymes. An increase in the forma-
tion rate of the reactive oxygen forms, for example, as a result of xenobiotic ac-
tion, or insufficient activity of defense mechanisms leads to intensification of
processes damaging numerous cell constituents — lipid membranes (lipid
peroxidation) [4, 6], nucleic acids, and proteins. Lipid peroxidation is a multi-
stage process, in which unsaturated fatty acids and other lipids are oxidised.
These products are less reactive than the reactive oxygen forms and therefore
they can move a considerable distance in a cell and act as secondary transmit-
ters of cellular damage [14], reacting with thiol and amino groups of proteins,
lipids, amino carbohydrates, and nitrogen bases of nucleic acids. The reac-
tions between the reactive oxygen forms and proteins result in modification of
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amino acid radicals and prosthetic groups and aggregation or fragmentation
of protein molecules.

The mediator of this molecular damage is usually a hydrocarbon radical,
but some modifications, such as SH-groups oxidation, can be caused by
a superoxide anion-radical and hydrogen peroxide simultaneously [2, 13].

Intoxications caused by ethanol can be acute or chronic. Consumption of
ethanol, especially habitual intake, has a toxic influence on many organs,
among others, the liver and lungs. While the effect of ethanol on liver dis-
eases has been broadly studied, the relationship between respiratory sys-
tem diseases and alcohol abuse is not completely clear. Respiratory system
diseases, such as chronic bronchitis, chronic obturative lung disease, pulmo-
nary fibrosis, pulmonary emphysema etc., occur more frequently in heavy
drinkers than in teetotallers or occasional drinkers [7]. In such cases, the ae-
tiology of these chronic diseases is probably multifactorial — smoking, nutri-
tional deficiencies etc. [1, 8, 10]. However, the importance of ethanol in the
development of lung damage, with regard to oxidative stress, may be signifi-
cant. One ought to remember that the alveolar cells are in steady contact
with oxygen and therefore are exposed to generation of reactive oxygen
forms with ethanol participation to a greater degree than other organs [3].
There are also reports suggesting that administration of antioxidants to ani-
mals that have been subjected to long-term ethanol treatment reduces the
extent of respiratory system damage [5].

Intoxications caused by non-consumable alcohols are usually acute poi-
sonings. In persons chronically abusing alcohol, such poisonings may occur
frequently. Repeated intoxications with non-consumable alcohols, usually
consumed together with ethanol, can contribute to the development of vari-
ous diseases, including diseases of the respiratory system [9, 12].

THE AIM OF THE RESEARCH

The aim of the research was to define the influence of chronic intoxication
by ethanol, methanol, and ethylene glycol on oxidative stress parameters in
rat lungs.

MATERIALS AND METHODS

The experiment was conducted on 135 male Lewis rats, aged 6 months,
with a body mass between 180 and 250 g. The animals were divided into ex-
perimental groups composed of 30 specimens each; the control group num-
bered 15 animals. The experimental groups were given 1-molar ethanol solu-
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tion, 1-molar methanol solution, and 1- or 0.25-molar ethylene glycol solution
respectively. The control group received tap water. The animals had free ac-
cess to the beverages. Each group was divided into 3 subgroups, which were
killed after 4, 8, and 12 weeks of intoxication respectively, except for the ani-
mals that received 1-molar solution of ethylene glycol, which were all killed
after 4 weeks due to the high toxicity of the ethylene glycol. The animal lungs,
taken during autopsy, were exposed to perfusion with cold isotonic salt solu-
tion, frozen at a temperature of —80°C and subjected to further examinations.

Assessment of the oxidative stress in lungs encompassed:

1. Measurement of the concentration of TBA-reactive products (the end-
products of lipid peroxidation, reacting with thiobarbituric acid) by
specrofluorimetry (using a Perkin Elmer LS 50B spectrofluorimeter);

2. Measurement of the hydrogen peroxide concentration by specrofluori-
metry with the use of homovanillic acid and horseradish peroxidase
(using a Perkin Elmer LS 50B spectrofluorimeter);

3. Measurement of soluble SH-groups concentration by spectrophoto-
metry with the use of Elmman solvent (using an Ultrospec 2000
spectrophotometer).

The above parameters of oxidative stress were presented in the form of

conversion to the protein quantity, as determined by the Lowry method.

The authors received the consent of the University Committee for Scien-

tific Research Ethics to conduct the research.

RESULTS AND DISCUSSION

Compared to the control group, a distinct, statistically significant in-
crease in the concentration of TBA-reactive compounds in all the examined
groups was noticed, which indicates an intensification of lipid peroxidation
processes in lungs in the course of intoxication by respective alcohols (Fig-
ure 1, Table I).
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Fig. 1. Changes of the TBA-reactive compounds concentration in lungs in the course
of the intoxication with the relative alcohols (umol/mg of protein).
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TABLE I. THE STATISTICAL SIGNIFICANCE OF CHANGES OF THE TBA-REACTIVE
COMPOUNDS CONCENTRATION

Time of the intoxication
Alcohol
4 weeks 8 weeks 12 weeks
Ethanol p <0.001 p <0.001 p <0.001
Methanol p <0.001 p <0.001 p <0.001
Glycol 0.256 M p <0.001 p<0.001 p<0.001
Glycol 1 M p <0.001 — —

ns — no statistical significance.

An increase in the concentration of hydrogen peroxide in all the examined
groups, compared to the control group, was noticed, although the results ob-
tained in the 12th week of intoxication with ethanol, in the 4th week of intoxi-
cation with methanol, and in the 4th and 8th week of intoxication with
0.25-molar ethylene glycol solution did not show statistical significance. The
increase in the concentration of hydrogen peroxide attests to an intensifica-
tion in generation of reactive oxygen forms in the lungs (Figure 2, Table II).
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Fig. 2. Changes of the hydrogen peroxide concentration in lungs in the course of the
intoxication with the relative alcohols (umol/mg of protein).

TABLE II. THE STATISTICAL SIGNIFICANCE OF CHANGES OF THE HYDROGEN PER-
OXIDE CONCENTRATION

Time of the intoxication
Alcohol
4 weeks 8 weeks 12 weeks
Ethanol p<0.05 p<0.05 ns
Methanol ns p<0.05 p <0.05
Glycol 0.25 M ns ns p<0.01
Glycol 1 M p<0.05 - -

ns — no statistical significance.
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Changes in concentrations of free SH-groups in lungs varied. An increase
in concentration of free SH-groups occurred in the course of intoxication
with ethanol, methanol, and 1-molar ethylene glycol solution. A statistically
significant increase appeared in the 4th week of intoxication with ethanol
and methanol, and in the 8th week of intoxication with 0.25-molar ethylene
glycol solution. The rats intoxicated with 0.25-molar ethylene glycol solu-
tion, however, showed a decrease in the free SH-groups concentration in the
lungs, but it was statistically significant only in the 8th week of intoxication.
An increase in the SH-groups concentration may result from an intensifica-
tion of activity of the defence mechanisms of the organism, whereas a con-
centration decrease may be a consequence of increased consumption of these
groups during antioxidant processes (Figure 3, Table III).

TABLE III. THE STATISTICAL SIGNIFICANCE OF CHANGES OF THE FREE
SH-GROUPS CONCENTRATION

Time of the intoxication
Alcohol
4 weeks 8 weeks 12 weeks
Ethanol p<0.01 ns ns
Methanol p <0.001 ns ns
Glycol 0.25 M ns p<0.01 ns
ns — no statistical significance.
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Fig. 3. Changes of the free SH-groups concentration in lungs in the course of the in-
toxication with the relative alcohols (umol/mg of protein).

CONCLUSIONS

1. Inthe course of intoxication with ethanol, methanol, and ethylene gly-
col, a statistically significant increase in the concentration of TBA-re-
active compounds in rat lungs was noticed in all the examined groups
(compared to the control group).
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2. Ethanol, methanol, and ethylene glycol caused an increase in the con-

centration of hydrogen peroxide in rat lungs in all the examined
groups (compared to the control group). However, the increase was not
statistically significant in the 12th week of the intoxication with etha-
nol, in the 4th week of intoxication with methanol, and in the 4th and
8th week of intoxication with 0.25-molar ethylene glycol solution.

. The intoxication of rats with ethanol, methanol, and ethylene glycol

caused changes in concentrations of free SH-groups in the lungs. Some
examined subgroups showed an increase and others a decrease in the
concentration of this factor. An increase in the free SH-groups concen-
tration was noticed in the case of intoxication with ethanol, methanol,
and 1-molar ethylene glycol solution. A statistically significant in-
crease appeared in the 4th week of intoxication with ethanol and meth-
anol, and in the 8th week of intoxication with 0.25-molar. The rats
intoxicated with 0.25-molar ethylene glycol solution showed a de-
crease in the free SH-groups concentration in lungs, having statistical
significance, however, only in the 8th week of the intoxication.
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OKSYDACYJNEGO W PLUCACH SZCZUROW
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WPROWADZENIE

W toku metabolizmu alkoholi, w tym etanolu, metanolu i glikolu etylenowego, ge-
nerowane sa reaktywne formy tlenu — RFT [11]. Prowadzi to do rozwoju stresu oksy-
dacyjnego, czyli zaburzenia homeostazy organizmu powodujacego podwyzszenie
stacjonarnych stezen reaktywnych form tlenu. Stezenie to zalezy od poziomu réwno-
wagl pomiedzy szybkoscia ich wytwarzania a stezeniem antyoksydantéw nisko-
czasteczkowych oraz aktywnos$cig enzyméw ochronnych. Zwiekszenie szybkos$ci wyt-
warzania reaktywnych form tlenu, np. w wyniku dziatania ksenobiotykéw, badz nie-
dostateczna aktywno§¢é mechanizmoéw obronnych, prowadza do wzmozenia procesow
uszkadzajacych liczne sktadniki komérkowe — btony lipidowe (peroksydacja lipidow)
[4, 6], kwasy nukleinowe 1 biatka.

Peroksydacja lipidéw jest wieloetapowym procesem, w ktorym nastepuje utle-
nianie nienasyconych kwasow ttuszczowych i innych lipidéw. Produkty te sa mniej
reaktywne niz RFT i dzieki temu mogg przemieszczaé sie w komérce na znaczna,
odleglo$é 1 petnié role wtérnych przekaznikéw uszkodzen [14], reagujac z grupami
tiolowymi oraz z aminowymi biatek, lipidéw, aminocukréw i zasad azotowych
kwasow nukleinowych. Reakcje RFT z biatkami prowadza do modyfikacji reszt ami-
nokwasowych 1 grup prostetycznych oraz agregacji lub fragmentacji czasteczek
biatkowych.

Mediatorem tych molekularnych uszkodzen jest zazwyczaj rodnik wodorotleno-
wy, ale niektére modyfikacje, takie jak utlenianie grup —SH, moga by¢ wywotywane
réwnocze$nie przez anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru [2, 13].

Zatrucia etanolem maja zaréwno charakter zatru¢ ostrych, jak 1 przewlektych.
Spozywanie etanolu, zwlaszcza przewlekle, wywiera toksyczny wplyw na wiele
narzaddw, m.in. watrobe i ptuca. O ile wpltyw etanolu na choroby watroby jest szero-
ko zbadany, o tyle zwiazek choréb ukladu oddechowego z naduzywaniem alkoholu
nie jest w pelni jasny. Choroby ukladu oddechowego, takie jak przewlekte zapalenie
oskrzeli, przewlekta obturacyjna choroba ptuc, zwtéknienie ptuc, rozedma itp. wyste-
puwja czesciej u alkoholikéw niz u abstynentéw badz oséb sporadycznie spozy-
wajacych alkohol [7]. Prawdopodobnie etiologia tych schorzen, w takich przypad-
kach, jest wieloczynnikowa — palenie tytoniu, niedobory pokarmowe itp. [1, 8, 10].
Jednakze znaczenie etanolu w rozwoju uszkodzen ptuc, w aspekcie stresu oksydacyj-
nego, moze by¢istotne. Nalezy pamietac, ze komorki pecherzykéw ptucnych maja staty
kontakt z tlenem i w zwiazku z tym sa narazone na generowanie reaktywnych form
tlenu z udziatem etanolu w wigekszym stopniu niz inne narzady [3]. Istnieja rowniez
doniesienia sugerujace, ze podawanie antyoksydantow zmniejsza stopien uszkodzenia
uktadu oddechowego u zwierzat, ktorym przez diugi czas podawano etanol [5].



58 A. P. Jurczyk, M. Barzdo, B. Jankowska i in.

Zatrucia alkoholami niekonsumpcyjnymi zazwyczaj maja charakter zatrué os-
trych. U os6b przewlekle naduzywajacych alkoholu zatrucia takimi alkoholami
moga sie wielokrotnie powtarzaé. Czeste intoksykacje alkoholami niekonsumpcyj-
nymi, zwykle spozywanymi tacznie z etanolem, moga przyczyniaé sie do rozwoju
réznych choréb, rowniez choréb uktadu oddechowego [9, 12].

CEL PRACY

Celem pracy byto okre§lenie wplywu przewleklej intoksykacji etanolem, metano-
lem i glikolem etylenowym na parametry stresu oksydacyjnego w ptucach szczurow.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie przeprowadzono na 135 szczurach ze szczepu wsobnego lewis,
samcach, w wieku 6 miesiecy, o masie ciata od 180 do 250 g. Zwierzeta podzielono na
grupy doswiadczalne liczace po 30 sztuk; grupa porownawcza liczyla 15 sztuk. Grupy
do$wiadczalne otrzymywaty do picia odpowiednio 1-molowy roztwor etanolu, 1-mo-
lowy metanolu oraz 1- badz 0,25-molowy roztwor glikolu etylenowego. Grupa por6w-
nawcza otrzymywala wode wodociggowa. Zwierzeta mialy swobodny dostep do
plynéw. Kazda grupa zostala podzielona na 3 podgrupy, ktére byly uémiercane odpo-
wiednio po 4, 81 12 tygodniach intoksykacji, za$ zwierzeta otrzymujace 1-molowy
roztwor glikolu etylenowego, z uwagi na znaczna jego toksyczno§¢, po 4 tygodniach.
Pobrane podczas sekcji zwierzat ptuca perfundowano zimnym roztworem soli fizjolo-
gicznej, zamrazano w temperaturze —80°C 1 poddawano dalszym badaniom.

Ocena stresu oksydacyjnego w ptucach obejmowata:

1. pomiar stezenia produktéw TBA-reaktywnych (koncowych produktéw perok-
sydacji lipidéw, reagujacych z kwasem tiobarbiturowym) metoda spektroflu-
orymetryczna (spektrofluorymetr LS 50B firmy Perkin Elmer);

2. pomiar stezenia nadtlenku wodoru metoda spektrofluorymetryczna z uzyciem
kwasu homowanilinowego i peroksydazy chrzanowej (spektrofluorymetr LS 50B
firmy Perkin Elmer);

3. pomiar stezenia rozpuszczalnych grup —SH metoda spektrofotometrycznag
z wykorzystaniem odczynnika Elmmana (spektrofotometr Ultrospec 2000).

Powyzsze parametry stresu oksydacyjnego zostaly podane w przeliczeniu na ilos¢
bialka oznaczonego metoda Lowry’ego.

Na przeprowadzenie powyzszych badan autorzy otrzymali zgode Uczelnianej Ko-
misji Etyki Badan Naukowych.

WYNIKI I DYSKUSJA

Zaobserwowano wyrazny, istotny statystycznie wzrost stezen zwigazkéow
TBA-reaktywnych we wszystkich badanych grupach w stosunku do grupy poro-
wnawczej, co wskazuje na nasilenie proceséw peroksydacji lipidéw w ptucach w prze-
biegu intoksykacji poszczegdlnymi alkoholami (rycina 1, tabela I).

Zaobserwowano wzrost stezenia nadtlenku wodoru we wszystkich badanych gru-
pach w stosunku do grupy poréwnawczej, chociaz w 12 tygodniu intoksykacji etano-
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lem, w 4 tygodniu intoksykacji metanolem oraz w 4 i 8 tygodniu intoksykacji
0,25-molowym roztworem glikolu etylenowego uzyskane dane nie wykazywaty istot-
nosci statystycznej. Wzrost stezenia nadtlenku wodoru §wiadczyt o nasileniu gene-
racji reaktywnych form tlenu w plucach (rycina 2, tabela II).

Zmiany stezen wolnych grup —SH w ptucach byly rézne. Wzrost stezenia wolnych
grup —SH wystapil w przypadku intoksykacji etanolem, metanolem i 1-molowym
roztworem glikolu etylenowego, przy czym istotny statystycznie wzrost mial miejsce
w 4 tygodniu intoksykacji etanolem 1 metanolem oraz w 8 tygodniu intoksykacji
0,25-molowym roztworem glikolu etylenowego. U szczurdéw intoksykowanych
0,25-molowym roztworem glikolu etylenowego wystapil natomiast spadek stezenia
wolnych grup —SH w ptucach, z tym, ze byl on istotny statystycznie tylko w 8 tygod-
niu intoksykacji. Wzrost stezen grup —SH mégt wynikaé z nasilonej aktywnosci me-
chanizméw obronnych organizmu, za$ spadek tych stezen moglt byé nastepstwem
zwiekszonego zuzycia tych grup w przebiegu proceséw antyoksydacyjnych (rycina 3,
tabela III).

WNIOSKI

1. W przebiegu intoksykacji etanolem, metanolem i glikolem etylenowym zaob-
serwowano we wszystkich badanych grupach istotny statystycznie wzrost
(w stosunku do grupy poréwnawczej) stezen zwiazkow TBA-reaktywnych
w plucach szczuréw.

2. Etanol, metanol i glikol etylenowy powodowaly wzrost (w stosunku do grupy
poréwnawczej) stezenia nadtlenku wodoru w ptucach szczuréw we wszystkich
badanych grupach, jednakze w 12 tygodniu intoksykacji etanolem, 4 tygodniu
intoksykacji metanolem oraz w 4 1 8 tygodniu intoksykacji 0,25-molowym roz-
tworem glikolu etylenowego nie wykazywatl on istotnosci statystyczne;.

3. Intoksykacja szczuréw etanolem, metanolem 1 glikolem etylenowym wywoty-
wala zmiany stezen wolnych grup —SH w ptucach. W niektérych badanych
podgrupach wystapil wzrost, a w innych spadek stezenia tego czynnika.
Wzrost stezenia wolnych grup —SH obserwowano w przypadku intoksykacji
etanolem, metanolem i 1-molowym roztworem glikolu etylenowego, przy czym
istotny statystycznie wzrost stezen miat miejsce w 4 tygodniu intoksykacji eta-
nolem i1 metanolem oraz w 8 tygodniu intoksykacji 0,25-molowym roztworem
glikolu etylenowego. U szczuréw intoksykowanych 0,25-molowym roztworem gli-
kolu etylenowego doszto do spadku stezenia wolnych grup —SH w plucach, z tym,
ze byl on istotny statystycznie tylko w 8 tygodniu intoksykacji.



