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Badania morfechemiczne i statystyczne kory nadnerczy szczuréw bialych,
znajdujacych sie pod wplywem przewleklej intoksykacji alkohelowej.
I. Badania histologiczne 1 morfometryczne

MopdoxMHMuYeCKue M CTaTUCTHMHEeCKMe MCCIeZOBAaHMA KOPBbI HaJANOYEYHUKOB Oenblx
KpPbIC, HAXOAALIMUXCA NOA BAMALMEM XPOHMHECKON aJKOT0JBHOM MHTOKCHUKAIIMN.
1. Tuctoadoruueckue u MOpOMETPHUYECKHUE MCCIeNOBaHUA

Morphochemical and Statistical Examinations of Adrenal Cortex in White Rats
under the Effect of Long-lasting Alcohol Intoxication.
I. Histological and Morphometric Examinations

WSTEP

Wiekszos¢ autorow, podobnie jak Forbes i Duncan (7), zwlasz-
cza w badaniach klinicznych, wskazuje na upos$ledzenie u alkoholikéw
czynnosci kory nadnerczy. Interesujgce jest, czy znane juz zmiany w wy-
dzielaniu kortykosterydow u alkoholikéw (7) znajduja odbicie w morfo-
logii gruczotu. W zwigzku z tym przebadano morfologie nadnerczy,
uwzgledniajac parametry morfometryczne.

MATERIAL I METODY BADAN

Badania przeprowadzono na 180 samcach szczurdéw bialych rasy Wistar, ho-
dowli wsobnej, w wieku 5—8 mies. Alkohol etylowy 40% podawano sonda dozo-
ladkowo, codziennie, w dawce obliczanej indywidualnie i stanowiacej potowe dawki
letalnej dla szczura bialego, wynoszgcej 13 660 mg/kg. Zwierzeta badano w 3 gru-
pach czasowych:

Grupa I doswiadczalna — zwierzeta, ktore otrzymywaly etanol przez okres 1
tygodnia.
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Grupa II doswiadczalna — zwierzeta, ktére otrzymywaly etanol przez okres
5 tygodni.

Grupa III doswiadczalna — zwierzeta, ktére otrzymywaly alkohol przez okres
12 tygodni.

Kazda z grup posiadala kontrole — zwierzetom podawano sonda dozoladkowo

wodg do picia w tej samej ilosci, a takze kontrole, w ktorej zwierzeta nie otrzy-
mywaly nic. Poniewaz nie zaobserwowano réznicy miedzy kontrolami, przyjeto
okreslaé je jako jedng grupe kontrolna.

Przez caly czas trwania doswiadczenia sprawdzano mase ciala zwierzat. Po
pobraniu obu nadnerczy wazono je, a nastepnie utrwalano w 10% zobojetnionej
formalinie. Na seryjnych skrawkach grubosci 7 p wykonywano barwienia H i E (1)
zrebu lgcznotkankowego metodag Zawistowskiego (20) oraz metodg Burcka
na zmiany martwicze (3). Na skrawkach barwionych hematoksyling i eozyna wy-
konywano pomiary liniowe szerokosci kory nadnercza i szerokosci calego nadnercza.
Pomiary wykonano zgodnie z zaleceniem Litwinowej (9).

Do oceny statystycznej przyjeto po 100 pomiaréw kazdej cechy w grupach I,
IT i IIT doswiadczalnych oraz odpowiadajacych im kontrolach Ia, IIa, IIIa. Réwniez
statystycznie opracowano mase ciata zwierzat i nadnerczy. Stosowano test t Stu-
denta przy n_; stopniach swobody oraz ustalono poziomy istotnosci p=0,05; p=0,01;
p=0,001 (12).

WYNIKI BADAN

BADANIA HISTOLOGICZNE

Grupa kontrolna

Kora nadnerczy wszystkich zwierzat kontrolnych (ryc. 1) nie wyka-
zywala istotnych réznic osobniczych w badaniach morfologicznych. Po-
siadala typowy uklad tréjwarstwowy, zgodny z budowg opisywang w li-
teraturze (10). Tuz pod torebksg znajdowala sie warstwa klebkowata, wy-
raznie oddzielona od warstwy pasmowatej. Komorki jej, intensywnie bar-
wigce sie eozyna, posiadaly jadra ksztaltu owalnego. Komérki warstwy
pasmowate] — wieksze, ksztattu wielobocznego, zawieraly jadra duze,
z widocznym ciemniejszym jgderkiem, ulozone byly w pasma biegnace
promieniscie do rdzenia. Nie spotykano komérek dwujadrowych i dege-
nerujacych. Jedynie w warstwie siatkowatej stwierdzano nieliczne ko-
moérki z oznakami degeneracji.

Grupy L IILIIIl doswiadczalne

Po pierwszym, najkrotszym, okresie do$wiadczalnym barwienie me-
todami Zawistowskiego, hematoksyling i eozyng, oraz wedlug metody
Burcka nie ujawnily duzych zmian w budowie kory nadnerczy, jedynie
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naczynia krwionos$ne wnikajgce do torebki narzadu we wszystkich war-
stwach ulegly znacznemu poszerzeniu i obficie byly wypelnione krwig.
Dopiero kora nadnerczy zwierzat w grupie II do$wiadczalnej ulegla
znacznym zmianom. Prawie u wszystkich zwierzat komérki tworzace
warstwe kiebkowata byly drobne, o ciemno barwliwej cytoplazmie, z ma-
lym jaderkiem o niewyraznej strukturze (ryc. 2). Architektonika war-
stwy pasmowatej kory wyraznie réznila si¢ od opisywanej w literaturze
1 obserwowanej w grupie kontrolnej. Zatracila swoj radialny uklad, ko-
morki utozone byly chaotycznie lub tworzyly skupiska (ryc. 2). Wyste-
powaly rowniez skupiska bardzo duzych komoérek, o stabo eozynochton-
nej cytoplazmie, z okrgglym jadrem (ryc. 3). Tkanka lgczna nie wnikala
w postaci regularnych pasm, nie obserwowano jej nadmiaru, a takze nie
otaczala w bardziej widoczny spos6éb grup komoérek o nietypowej struk-
turze, ulozonych ogniskowo.

W warstwie pasmowatej pojawily sie komoérki dwu- i wielojadrowe,
w poprzednich grupach spotykane sporadycznie (ryc. 4). Liczne komoérki
wskazywaly na zachodzace w nich procesy lityczne, ktore nasilily sie w
warstwie siatkowatej, utozonej bardzo nieregularnie w poréwnaniu z kon-
trela. *

Zmiany obserwowane w grupie III doswiadczalnej nasilily sie w po-
réwnaniu z grupg II. W nadnerczach zatarta byla architektonika kory.
Pod torekka gruczolu tylko miejscami spotykano komorki warstwy
klebkowatej (ryc. 5 i 6). Pozostale komoérki warstwy klebkowatej byly
male, o silnie eozynochlonnej cytoplazmie. Komoérki warstwy pasmowa-
tej, o ukladzie bezladnym na calej szerokosci, ale przede wszystkim w
pasmie wewnetrznym, posiadaly czesto oznaki degeneracji, a granice po-
miedzy nimi byty zatarte. Czesciej obserwowano komédrki monstrualnych
ksztaltow, dwu- i wielojadrowe (ryc. 7).

BADANIA HISTCMETRYCZNE

Analizujge wyniki, zestawione w tab. 1, nalezy zaznaczy¢, ze masa
ciala szczuréw przed rozpoczeciem eksperymentu — w poréwnaniu z od-
powiadajacymi im kontrolami — nie réznila sie istotnie. Po tygodniu do-
Swiadczenia zauwazalny by! spadek Sredniej masy ciala, ale réznica ta
w pordownaniu z kontrolg nie byla istotna. Tylko po 5 tygodniach do-
Swiadczenia powiekszenie $redniej masy ciala u zwierzagt doswiadczal-
nych bylo istotnie wyzsze i wynosilo 34,7 g. W grupie III do$wiadczal-
ne] przyrost masy ciala aczkolwiek okazal sie najwyzszy, to jednak roz-
nica z grupg kontrolng, wynoszgca 2,3 g, byla nieistotna.

Badania statystyczne wykazaly, ze podawany alkohol w istotny spo-
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s6b wplywal na zmiane $redniej masy ciala szczura tylko w grupie II
doswiadczalnej.

W analizie statystycznej uwzgledniono réwniez mase nadnerczy, a da-
ne zestawiono w tab. 2.

Tab. 1. Masa ciala szczurow przed i po do$swiadczeniu
Body weight of rats before and after expriments

Baduna Rodzaj} Zekres Wartoseli Dla masy Poréwnanie z kontrola
cacha grupy wartodci Srednie wspotczyn~- ~
min.-naks. +odchylenie | nik znien— rdinica wartoéé uwagi
Ftandsrdoewe | noscilz), érednich | funkeji ¢ isto~
dla przy- /% Qogwn, testo- tnosci
rostu uwi- -X kontr./ | wej t
gl ¢ isbot-
nosci
Mase I 30C-%40 319,3 +17,9 . 5,6 5,7 1,192 -
clate |1a 300-340 326,0 12,4 5,8
rzad II 220-240 226,7 15,0 6,6 ~5,0 ©,650 -
‘°§'° I1a | 200-320 232,7 +32,4 15,9
II1 210=250 233,0 11,3 4,8 =547 1,043 -
IIIls 240-250 238,7 +14,1 5,9
Mass 1 280-340 504,7 +21,9 7,2 —i4,6 2,256 +
2 . -
clata o | Ia | 360-350 319,3 £12,2 3,8
ggé“ 1I 250-320 281,7 +2¢,0 9,2 28,7 1,991 -
W g ila 4EC=360 252,0 £39,4 19,5
11T 150=3 30 29,,0 £25,0 9,5 -5y 0) 0,654 -
IITa | 220-550 505,0 +38,2 12,6
Przyrost i I =415 1447 £706,3 = 2,483 -,0 1,604 -
he Ta - j =3C-0 - 6,7+ 9,0 | t=2,389
T =00 5730 +26,0 T= 8,17, 7 357 et
IIa ~ = 70 20,3 ¥22,7 | t= 3,67
Tir | 20 - 90 6L 40 +20y4 t=9, w1 2,5 0,203 -
IiIa =10=120 64,5 +35,0 t=7,120
Objasnienia: — — brak istotnych roznie, + - roznice istotne przy p=0,05,
++ — roéznice istotne przy p=0,01, +++ — roéznice istotne przy p=0,001.
Explanations: — — lack of significant differences, + — statistically significant

differences at p=0.05, + + — statistically significant differences at p=0.01, +++ —
statistically significant differences at p=0.001.

Biorac pod uwage Srednia mase nadnercza na 100 g masy ciala szczu-
ra, mozna powiedzie¢, ze tylko po 1 tygodniu podawania alkoholu srednia
masa nadnercza byla znacznie wyzsza niz w grupie kontrolnej (1,66 mg)
1 stanowita réznice istotng.

Po 51 12 tygodniach trwania doswiadczenia réznice w $redniej masie
nadnercza na 100 g m.c. w poréwnaniu z odpowiednimi kontrolami byly
nieistotne,

Analizujge pomiary liniowe szerokosci kory nadnerczy, ktére zostaly
zestawione w tab. 3, mozna powiedzie¢, ze Srednia szerokos¢ kory jedne-
go nadnercza po 1 tygodniu do$wiadczenia ulegala zmniejszeniu, ale juz
po 5 tygodniach poszerzala sig, ale w obu przypadkach byly to roéznice
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Tab. 2. Wplyw podawania etanolu na mase nadnercza u badanych szczurow
Effect of ethanol on the mass of suprarenal gland in the examined rats
Zadana Rodzaj Zazres Wartosci Poréwnanie z kontrolg
cecha grupy wartosci srednis - - —
nin.—m3ks. + odch. lenie Rozunica “artosé uwsgi
Staniardowe dreduich funke ji o iztot-
/7 f-sn-»‘I/ / dudwe- tcitoue:j nosci
-X kontr./
¢rednia 1 23,0-36,5 27,9 +4,00 3,8 3,148 . +
e | I3 21,0-26,5 26,1 42,40
c;‘; " 11 21,0-37,0 27,7 +5,00 4,9 3,262 -
ITa 18,5=8,0 23,0 12,40
IIX 18,5-32,0 2443 13,70 -0,7 0,416 -
Ila 20,5-36,5 25,0 +4,60
assa 7,27=12,857 9,22 +1,48 1,66 3,680 -
nadner- | Ia 6,36- 9,33 7456 +0,93
:ggw &| T1r 7,60-13,20 9,88 +1,91 0,60 0,987 . -
cisla 1la 6,36=11,60 9,26 £1,34
III 5,60=11,70 © 8,32 +1,69 0,00 0,000 -
IITa 6,40-12,16 8,32 +1,61
Objasnienia patrz tab. 1 — For explanation see Table 1.

Tab. 3. Szeroko$¢ kory nadnercza oraz catego nadnercza w um u szczur6w po po-
jeniu alkoholem
Width of adrenal cortex and the whole suprarenal gland in um in rats after alcohol

administration
Badana Rodzaj Zakres wartosci Wartosci Pordwnanie z kontrolg
cecha grupy nin,-nsks. $rednie roZnice wartosci uwagl
+ odchylenie $érednich funikcji o isto~
standardose /X dobw, testows tanosel
/7. Y ~X kontr,./| t
Szggo— 1 500,0 - 1237,5 758,9 +170,0 28,4 1,424 -
ﬁg;y Ia 512,5 - 1162,5 767,3 £104,2
vea 1T | 437,5 - 1412,5 | 611,7 £193,5 72 | 0,329 -
w hm “1ia 02,5 -« 1125,0 804,5 +102,2
111 436,5 =~ 1225,0 811,6 +162,0 122,4 5,483 i+
. I1Ia 387,5 - 1012,5 689,2 +153,6 -
Zzeroxcsé i 1Lb7,5 = 261L,5 2758,8 +465,2 107,3 1,989 +
ates 2 5 31,5 s
A za Ia 2100,0 - 3400,0 | 2631,5 +263,4
% pR Ii 1712,5 - 400C,0 2728,5 +449,0 1244 2,218 +
Ila 1967,5 ~ 1337,5 2604 ,% £356,0
I 2150,0 - 3962,5 2973,2 +459,3 341,0 54,874 .
|- X1T2 | 1675,0 - 3562,5 2632,2 +527,8
Freeant I 43,6 = 01,6 5645 ¢ 5,2 - 5,5 6,180 4
5“§° Ia 56,6 ~ 58,6 62,0 + 3,6 A
roofisi i1 29,7 - 77,1 504 £ 7,6 - 4,3 34583 ++
10 1ia 54,0 = 67,4 64,7 + 3,6
niapercze
111 39,6 ~ 81,6 5593 £ 6,1 747 6,638 it
IIls 37,8 = 50,1 4746 + 5,5

Objasnienia patrz tab. 1 — For explanation see Table 1.
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nieistotne. Istotna réznica z kontrolg zarysowala sie po 12 tygodniach
trwania doswiadczenia, gdyz Srednia szeroko$¢ kory wzrosta o 122,4 um.

Nalezy przyja¢ jeszcze jeden aspekt zachodzgcych zmian w korze nad-
nerczy w czasie trwania doswiadczenia. W pierwszych dwoéch grupach
doswiadczalnych kora nadnerczy stanowila mniejszy procent calej szero-
ko$ci nadnerczy w poréwnaniu z kontrolg. Natomiast po 12 tygodniach
kora nadnerczy zwierzat doSwiadczalnych stanowila wiekszy procent w
stosunku do catych nadnerczy.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Zaburzenia w organizmie zywym w przebiegu alkoholizmu sg zwig-
zane z przemianami .etanolu oraz zaburzeniem czynnosci przysadkowo-
-podwzgorzowej. Analizujagc przyrost masy ciala szczura na 100 g m.c,,
stwierdzono istotny wzrost tylko w pierwszym tygodniu doswiadczenia,
natomiast szeroko$¢ kory po dlugotrwalym podawaniu etanolu ulegala
powigkszeniu. Zblizong wspoélizaleznos¢ obserwowali rowniez Traczyk
i wsp. (15) po draznieniu okolicy przedwzrokowej oraz Farmer i F a-
bre (6) po alkoholu. Badania Buucka i wsp. (4) wykazaly, ze po-
szerzenie kory nadnerczy dotyczy zwlaszcza warstwy pasmowatej. W
tym eksperymencie niemozliwe okazalo sie zbadanie szeroko$ci poszcze-
gbélnych warstw, poniewaz efektem doswiadczenia bylo nieregularne ulo-
zenie pod torebka komoérek warstwy klebkowatej, zmiana architektoniki
warstwy pasmowatej oraz jednostronne ulozenie przy czesci rdzennej
warstwy siatkowatej. Zmiany te zgodne sg z badaniami Sabatina
i wsp. (14), ktorzy zakladaja, ze warstwa siatkowata u doroslego szczura
ulega znacznym procesom zanikowym. Zmiany w szeroko$ci kory nad-
nerczy obserwowal Urban i wsp. po ACTH (16). Badania te przychy-
laja sie do stwierdzenia, ze etanol powoduje pobudzenie przysadki, ktéra
szczzgolnie jest odpowiedzialna za wzrost warstwy pasmowatej.

Zaréwno w grupie II, jak i w grupie III do$wiadczalnej obserwowano
duze zmiany w budowie mikroskopowej kory nadnerczy. Tylko fragmen-
tami wokol torebki obserwowano ulozone komoérki warstwy klebkowatej;
w ich miejscu wystepowaly komorki specyficzne dla warstwy pasmowa-
te). Potwierdzily to badania w mikroskopie elektronowym (8). Wyttu-
maczeniem moga by¢ badania prowadzone na hodowli komérek nadner-
czy, stwierdzajgce przeksztalcanie sie komoérek warstwy klebkowatej w
komorki o typie budowy warstwy pasmowatej pod wplywem dzialania
ACTH (17).

Mozna zatem przyjaé, ze etanol powodowal uwstecznienie warstwy
kiebkowatej, a w jej miejsce tworzyly sie komérki warstwy pasmowa-
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tej. Zgodne jest to z badaniami Farmera i Fabre’a (6), ze etanol
wplywa hamujaco na synteze aldosteronu.

W cze$ci pasmowatej kora nadnercza zatracila swéj radialny uktiad,
komorki byly czesto ulozone w skupiska lub bezladnie. Tego typu zmia-
ny i w tak duzym nasileniu przypominaly opisywane w nadnerczach
zwierzat starych, uznawane za réinego rodzaju nowotwory, a pojawiajg-
ce sie spontanicznie dopiero w wieku 3 lat (19). Natomiast maksymalny
wiek badanych przeze mnie zwierzat wynosil 8 mies. Nalezy zaznaczy¢, ze
zmiany atroficzne i nowotworowe, jakie wystepowaly u zwierzat starych,
nie wptywaly na zmianeg ilosci wydzielanych hormonéw (19).

Obserwowane zmiany w korze nadnerczy bardziej przypominaly ob-
serwowane przez Kawaci (18) komorki nowotworowe po ACTH, kt6-
re intensywniej wydzielaly sterydy.

Pojawienie sie komérek dwujgdrowych, nie obserwowane przez in-
nych autoréw w warstwie pasmowatej, moze S$wiadczyé o zaburzonej
cytokinezie po etanolu. Jest to zgodne z doniesieniami o zaburzeniu ilosci
molibdenu w korze nadnerczy po dzialaniu etanolu, co, wedlug Cal-
mano (5), prowadzi do powstania wielojagdrowych komédrek o monstru-
alnych ksztaltach.

Poza czesto obserwowanymi komérkami dwujadrowymi, stwierd:.ono
liczne oznaki degeneracji komorek potgczone z ich liza. Czesto obserwo-
wano lize po ACTH (13, 2). Zwiekszong ilos¢ lizosoméw obserwowano
u noworodka (11) i stan ten zwigzany byl ze zwyrodnieniem warstwy
plodowej. Wiekszos¢ autoréw stwierdzila, ze u alkoholikow wystepuje
obnizenie stabilnosci blon lizosomalnych, prowadzgce do lizy (13).

Mozna powiedzie¢, ze po 12 tygodniach podawania etanolu wystypi-
ly znaczne zaburzenia struktury mikroskopowej, prowadzace do tworze-
nia nowych komorek o zmodyfikowanej budowie. Zmiany w budowie
nadnerczy przypominaly obserwowane w nadnerczach zwierzat starych,
ktoére ulegaja procesom spontanicznego nowotworzenia.
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OBJASNIENIA RYCIN

Eyc. 1. Kora nadnercza, grupa kontrolna. Barwienie hematoksyling i eozyna.

Pow. ok. 200 X.

Ryec. 2. Kora nadnercza, grupa II doswiadczalna. Barwienie wg metody Burcka.

Pow. ok. 200 X.

Ryc. 3. Kora nadnercza, grupa II do$wiadczalna. Barwienie wg metody Burcka.
Pow. ok. 200 X.
Ryc. 4. Kora nadnercza, grupa II doswiadczalna. Barwienie hematoksyling i eo-

zyng. Pow. ok. 360 X.

ieo

Ryc. 5. Kora nadnercza, grupa III doswiadczalna. Barwienie hematoksyling
zyng. Pow. ok. 200X.
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Ryc. 6. Kora nadnercza, grupa III doswiadczalna. Barwienie wg metody Za-
wistowskiego. Pow. ok. 200X.

Ryc. 7. Kora nadnercza, grupa III doswiadczalna. Barwienie hematoksyling
i eozyna. Pow. ok. 300X,

PE3IOME

Vccnenopaumsa nposoguancs Ha 180 camunax Oeablx KpbIc iTamMma Bucrap,
KOTOpbIM 40% aJKOrojib B KOJIMYECTBe OJHOM BTOPOM CMEPTEJIbLHOM JO03bI AJA NAHHOTO
HITamMMa, BBOOMJICA 30HJOM B TedeHue 1, 5, 12 negean. Ha 3adhuxkcupoBasHbix op-
MaJIMHOM cpe3ax MNpou3Besiach OKpacKa TeMAaTOKCMIMH-903MH CO€JMHUTEJIbHO-TKAaH-
KOBOTO OCTOBa M MeToaoM Burck’a nekpo3nble u3MenHeHMA. Ha cpe3ax NpPOM3BEAEHLI
MopdoMeTpuyecKmMe Mu3MepeHus, OleHeHHble craTucTudecku. Ilo ucrewenunm 12 He-
[esIb uccaenoBaHMsA, CTPOEHMe KODbl HaANOHEYHMKA XapaKTepu30BajloCh 3HAYUTEJb-
HBIMM M3MEHEHMAMM, T.€. OTCYTCTBMEM XaPaKTEPHOTO CTPOEHMs KJETOK IIy4YKOBaTOro
CJ10d, YMEHBILIEeHMe KOJMYeCTBa KJETOK KJIyOOUKOBOro CJi0OA, HAAMOYEYHMKM CTAIM
IOXOKY Ha KeJje3bl CTApbIX XKMBOTHbBIX, KOrja HAANOYEYHMKM IOABEPraroTCA ca-
MOMCTHBIM NpolUeccaM 3JIOKAYECTBEHHOTO M3MEeHEeHUS.

SUMMARY

Examinations were carried out on 180 white male Wistar rats which were given
40% ethanol by tube in the dose being half lethal dose for a white rat. Alcohol
was being given for a period of 1, 5 and 12 weeks. On formalin fixed sections
there was performed H staining of E connective tissue stroma and the staining for
necrotic changes according to Burck. The sections were measured and statistically
assessed. After 12 weeks of experiment the architectonics of adrenal cortex showed
considerable changes, lack of characteristic position of zona fasciculata cells, a
decrease in the number of zona glomerulosa cells. There was observed a formation
of new cells with modified structure. Suprarenal glands resembled the glands of
old animals where suprarenal glands undergo the processes of spontaneous neo-
plasma.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Adrenal cortex, control group. Hematoxylin-Eosin, Magn. ca 200 X.

Fig. 2. Adrenal cortex, II experimental group. Staining for necrotic changes,
Burck’s method, Magn. ca 200X,

Fig. 3. Adrenal cortex, II experimental group. Staining for necrotic changes,
Burck’s method, Magn. ca 200X,

Fig. 4. Adrenal cortex, II experimental group. Hematoxylin-Eosin, Magn. ca
300X, )

Fig. 5. Adrenal cortex, III experimental group. Hematoxylin-Eosin, Magn. ca
200 X.

Fig. 6. Adrenal cortex, III experimental group. Staining by Zewistowski’s
method, Magn. ca 200 X.

Fig. 7. Adrenal cortex, III experimental group. Hematoxylin-Eosin, Magn. ca
300 X.






