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Rezumat

Aplicand metode biochimice si electron-histochimice, a fost studiata activitatea proteinazei cisteinice ca-
tepsinei L 1n ficatul afectat de ciroza si in perioada de regresie a cirozei la sobolani. S-a determinat o activitate
sporitd a catepsinei L in ciroza hepatica, fiind in scadere pe parcursul perioadei de regresie, precum si un grad
inalt de corelatie Intre activitatea enzimei si nivelul hidroxiprolinei in ficat. Electron-histochimic activitatea ca-
tepsinei L a fost detectata in fagolizozomii celulelor Kupffer si fibroblastelor, ce contineau fibrile fragmentate
de colagen. De asemenea, activitatea enzimei a fost detectata pe plasmalema hepatocitelor, celulelor Kupffer si
fibroblastelor, precum si pe fibrilele de colagen adiacente. Activitatea extracelulara a catepsinei L indica cd in
afara de proteoliza intracelulara, enzima participa si in degradarea extracelulard a colagenului, fiind secretata
in spatiul extracelular de catre hepatocite, macrofage si fibroblaste.

Summary

The activity of cysteine proteinase cathepsin L was investigated biochemically and electron-histoche-
mically in cirrhotic rat liver and during the recovery from hepatic cirrhosis. It was determined an increase of
cathepsin L activity in cirrhosis and a decrease during the recovery period, and a high correlation between
the enzyme activity and hydroxyproline level in liver. Electron-histochemically the activity of cathepsin L
was revealed in the Kupffer cells and fibroblast phagolysosomes containing fragments of collagen fibrils. We
also found the enzyme activity on the hepatocyte, Kupffer cell and fibroblast plasmalemma and on adjacent
collagen fibrils. The detected extracellular activity of cathepsin L suggests that in addition to the intracellular
proteolysis, cathepsin L is secreted by hepatocytes, macrophages and fibroblasts in the intercellular space and
can take part in the extracellular collagen degradation.

MODIFICARILE INTENSITATII OXIDARII PEROXIDICE A LIPIDELOR
INDUSE DE CARNOZINA SI COMPLEXUL CARNOZINA-ZN
iN TESUTUL OSOS SI iN SERUL SOBOLANILOR

Olga Tagadiuc, dr. in medicina, conf., cercet. stiint. superior,
USMF “Nicolae Testemitanu”

Implicarea radicalilor liberi ai oxigenului, oxidarii peroxidice a lipidelor (POL) si a sistemului
antioxidant in mecanismele patogenice ale aparitiei si dezvoltarii maladiilor osteoarticulare (osteo-
porozei, osteoartrozei, a artritei reumatismale etc.) a fost atestatd de numeroase studii de ultima ora
[1, 5], ce sugereaza necesitatea explorarii unor remedii antioxidante cu proprietti osteotrope si care
ar limita efectele nocive ale radicalilor liberi.

Carnozina incontestabil este un antioxidant important, ce neutralizeaza radicalii liberi prin in-
termediul restului histidinei din componenta sa [7]. Totodata, compusul in stare nativa si In complexe
cu diversi cationi (zinc, magneziu, mangan, cupru) manifesta efecte osteomodulatoare — influenteaza
proliferarea celulelor tesutului osos, sinteza proteinelor si a ADNului, activitatea fosfatazelor alcalind
si acida etc. [2, 3, 6].

Procesele POL sunt activ studiate in tesuturile articulare - cartilaj, sinovie, lichid sinovial, dar,
practic, nu existd date despre intensitatea POL si nivelul produsilor POL 1n tesutul osos, majoritatea
cercetarilor in patologiile osteoarticulare fiind axate pe evaluarea cantitatii lor sangvine [4]. De ase-
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menea, nu existd studii ce releva corelatiile dintre intensitatea POL in tesutul osos si serul sangvin,
ce ar permite a stabili corectitudinea extrapolarii evaludrii POL in ser asupra intensitatii procesului
in tesutul o0sos.

Scopul studiulu a fost cercetarea intensitatii POL in tesutul osos si a corelatiilor ei cu inten-
sitatea POL 1n serul sangvin al sobolanilor sanatosi, precum si elucidarea influentei carnozinei si a
complexului carnozina-Zn asupra acestor procese.

Materiale si metode. Experientele au fost efectuate pe 26 de sobolani albi fara pedigriu cu masa
corpului de 200-270g. Animalele au fost divizate in trei grupuri:

e Lotul I - martor, includea 14 sobolani intacti.

e Lotul Il — 6 sobolani, carora li s-a administrat 3 zile consecutiv carnozind in doza de 0,1
mM/kg masa corporala.

e Lotul III — 6 sobolani, carora li s-a administrat 3 zile consecutiv complexul carnozina-Zn in
doza de 0,1 mM/kg masa corporala.

Animalele au fost sacrificate sub narcoza usoara cu eter sulfuric, prin decapitare, la 24 ore dupa
ultima administrare a biopreparatelor. S-au extras oasele femurale. Maduva osoasa a fost inlaturata
prin spalari repetate cu solutie 0,9% NaCl. Ulterior oasele femurale s-au triturat pana la starea de
pulbere in azot lichid.

Intensitatea POL s-a apreciat dupd cantitatea hidroperoxizilor initiali, intermediari si finali
(HPLi, HPLm, HPLf), prin procedeul descris de V.A.Kostiuc si coaut. (1984). Rezultatele obtinute au
fost evaluate statistic conform criteriului #-Student, criteriului neparametric z-Sign si coeficientului de
corelatie 7, cu ajutorul programului STATISTICA 6,0 (StatSoft Inc, 2001).

Rezultate si discutii. S-a atestat ca procesele POL in tesutul osos al sobolanilor sanatosi au o
intensitate deosebit de mare (tab. 1), cu prevalenta cantitativa a HPL 1n faza hexanica, comparativ cu
cea hidroalcoolica. Astfel, cantitatea HPLi in faza hexanica o depaseste pe cea din faza hidroalcoolica
cu 74 % (p<0,01), a HPLm — cu 82 % (p<0,01), iar a celor finali cu 72 % (p<0,001). Totodata, rapor-
tul dintre cantitatile HPL in ambele faze este similar, cantitatea cea mai mare revenind HPLi si cea
mai micd HPLf. Rezultatele obtinute sugereaza ca in tesutul osos procesele POL din compartimentul
hidrofob sunt mai intense, fiind influentate mai pronuntat lipidele nepolare.

Cantitatile HPLi si HPLm in ambele faze sunt corelate pozitiv cu cantitatea de HPLf (r=0,68,
p<0.001 si r=0,52, p<0,01 — pentru faza hexnica; r=0,86, p<0,0001 si r=0,55, p<0,001 pentru faza
hidroalcoolicd). Corelatia releva caracterul in lant al oxidarii peroxidice a lipidelor. De asemenea,
exista o corelatie pozitiva dintre HPLi ai fazei hexanice cu HPLi, HPLm si1 HPLf din faza hidro-alco-
olica (r=0,59, p<0,01; r=0,65, p<0,001; r=0,37, p<0,05), ce confirma unitatea proceselor peroxidice
in lipidele tesutului osos indiferent de caracterul compusului — polar sau nepolar.

Tabelul 1
Cantitatea hidroperoxizilor initiali, intermediari si finali, in tesutul osos si in serul sobolanilor
intacti (un.conv./1 g tesut osos)

Lotul Produsii POL, faza hexanicd Produsii POL, faza hidroalcoolica
martor HPLi HPLm HPLf HPLi HPLm HPLf
T)esf)‘;t 44,25+10,7 | 39,42+9,7 7,75%1,4 11,5024, 1%% | 7,03£3,0%% | 2,1420,41%%x
sarslgzin 2,532+0,1% | 2,094+0,1%% | 0,525+0,05%% | 2,962+0,07**7 | 1,885+£0,05*,% | 0,548+0,01%

Legenda. a) HPLi — hidroperoxizi initiali; HPLm - hidroperoxizi intermediari; HPLf - hidroperoxizi
finali; b) veridicitatea diferentelor cantitatii HPL in faza hexanica si in hidroalcoolica conform criteriului #-Stu-
dent: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; c) veridicitatea diferentelor cantitatii HPL in tesutul osos si in serul
sangvin potrivit criteriilor: t-Student —* p<0,05; * p<0,001; ** p<0,0001; si z-Sign — ¥ p < 0,05.

Cantitatea produsilor POL 1n serul sangvin al sobolanilor sandtosi este semnificativ mai mica
decat 1n tesutul osos in ambele faze, diferentele fiind statistic concludente in toate cazurile (fab. I).
Deosebirile dintre cantitatile produsilor POL in faza hexanica si In cea hidroalcoolicd in serul sangvin
sunt diferite ca sens $i mai putin exprimate decat in tesutul osos. Cantitatea HPLi este cu 17% mai

49



mica (p<0,01), a HPLm cu 10% (p<0,05), iar a HPLf cu 4% mai mare 1n faza hexanica decat in cea
hidroalcoolica. Astfel, in serul sangvin lipidele polare si cele nepolare sunt supuse POL cu intensitati
similare. Intre toate produsele POL din serul sangvin exista legaturi corelationale pozitive extrem de
puternice, cu » cuprins intre 0,80 si 0,98 si veridicitatea corelatiilor cuprinsa intre 0,0001 si 0,00001.
Totodata, se relevd un numar mic de corelatii pozitive medii intre produsii POL in tesutul osos si
serul sangvin al sobolanilor martor. Sunt corelate cantitatile HPLm si HPLf in faza hexanica (r=0,42,
p<0,05 si r=0,60, p<0,005, respectiv) si HPLf in cea hidroalcoolica (r=0,66, p<0,001).

Administrarea carnozinei influenteaza procesele oxidarii peroxidice a lipidelor atat in tesutul
0s0s, cat si in serul sangvin, micsorand cantitatea produsilor oxidarii peroxidice a lipidelor (tab. 2).

Cantitatea HPL se diminueaza 1n tesutul osos in ambele faze, micsordndu-se mai pronuntat can-
titatea HPLi si HPLm. In faza hexanici continutul lor scade respectiv cu 51% si 55% (p<0,05), iar in
cea hidroalcoolica cu cca 80% (p<0,05). Se micsoreaza, de asemenea, nivelul HPL{, dar influenta este
mai importanta in faza hexanica (53%, p<0,05), comparativ cu faza hidroalcoolica (59%, p<0,05). Se
mentine intact raportul dintre HPL, predominand cantitativ HPL1, urmati de HPLm, HPLf avand cel
mai mic nivel In ambele faze. Carnozina influenteaza si relatiile corelationale dintre produsii POL,
disparand corelatiile identificate la animalele intacte.

Astfel, carnozina exercita o actiune antioxidantad potenta in tesutul osos al sobolanilor. Ea este
demonstratd de diminuarea profunda a continutului tuturor produsilor POL, dar, indeosebi, a cantitatii
produsilor initiali si intermediari ai POL in faza hidroalcoolica si disparitia legaturilor corelationale,
ce posibil reflectd formarea unor rupturi in lantul oxidarii peroxidice a lipidelor.

Tabelul 2

Influenta carnozinei si complexului ei cu Zn asupra nivelului hidroperoxizilor initiali,

intermediari si finali in tesutul osos si in serul sangvin al sobolanilor (un. conv/1 g tesut osos).

Lotul Produsii POL, faza hexanicd Produsii POL, faza hidroalcoolica
HPLi HPLm HPLf HPLi HPLm HPLf

" I | 44,25+ 10,7 39,42+ 9.7 7,75+ 1,4 11,50+ 4,1 7,03+ 3,0 2,144+0,41

% I 22,49+6,6%* | 17,65+5,1** 4,140,758 2,55+0,6%* 1,56+0,7* 1,26+0,38"

5 51% 45% 53% 22% 22% 59%

38 I 13,08+4,4% 10,61£3,08 2,52+0,998 2,86+0,41°% 1,76+0,638 1,4440,3
30% 27% 33% 25% 25% 67%

o I 2,532+0,1 2,094+0,1 0,525+0,05 2,962+0,07 | 1,885+0,05 0,548+0,01

'ED I 2,120+0,1* | 1,606=0,2%*# | 0,331£0,04**## | 2 745+0,08* | 1,672+0,07* | 0,472+0,01**

§ 84% 77% 63% 93% 89% 86%

§ I 2,287+0,05 1,993+0,2 0,485+0,07 2,735+0,02 | 1,764+0,03 0,502+0,01
90% 95% 92% 92% 94% 92%

Legenda: a) HPLi — hidroperoxizi initiali; HPLm - hidroperoxizi intermediari; HPLf - hidroperoxizi
finali; b) veridicitatea fata de lotul martor conform criteriului: -Student — * p<0,05; ** p<,01; *** p<0,001;
si z-Sign — % p<0,05; c) veridicitatea diferentelor cantitatii HPL in tesutul osos si in serul sangvin potrivit cri-
teriului: #-Student —* p<0,05; # p<0,01; ** p<0,001; si z-Sign — * p<0,05.

In serul sangvin carnozina, de asemenea, induce scaderea veridica a produsilor POL, dar ea este
mai putin pronuntatd cantitativ (tab. 2). Spre deosebire de tesutul osos compusul influenteaza mai
mult lipidele nepolare, micsorarea HPL in faza hexanica fiind mai importanta decat in cea hidroalco-
olica. Astfel, HPLi scad 1n faza hexanica cu 16% (p<0,05), iar in cea hidroalcoolica respectiv cu 7%
(p<0,05), HPLm — cu 23% si 11%, (p<0,01 si p<0,05) si HPLf — cu 37% si 14% (p<0,01 si p<0,01).
Cantitatea HPL in faza hexanica este ca si la animalele intacte semnificativ mai mica in serul sangvin
comparativ cu tesutul osos, pe cand in faza hidroalcoolica diferentele dintre cantitatile HPL in ser si
tesutul osos se niveleaza.

Administrarea carnozinei intervine in conexiunile corelationale dintre produsii POL in serul
sangvin, numarul lor scdzand semnificativ. Se mentin doar corelatiile pozitive puternice dintre canti-
tatile HPLi/HPLS (r=0,81, p<0,05) st HPLm/HPLf (1=0,94, p<0,01) in faza hexanicd si HPLi/HPLm
(r=0,97, p<0,001) 1n cea hidroalcoolica, ce indica pastrarea consecutivitatii oxidarii in lant a lipi-
delor serice. De asemenea, se conserva corelatia pozitivd dintre HPLm ai fazei haxanice si cei ai
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fazei hidroalcoolice (r=0,79, p<0,05) si a HPLf (r=0,67, p<0,05), la fel, din ambele faze. Carnozina
micsoreaza numarul legaturilor de corelatie dintre HPL din os si ser si modifica caracterul lor. Spre
deosebire de sobolanii-martor, la care s-au inregistrat corelatii pozitive medii intre cantititile HPLm
si HPLf in faza hexanica si HPLf in cea hidroalcoolica, la cei carora li s-a administrat carnozina, se
releva doar o corelatie puternicd negativa intre HPLi in faza hexanica (r=—-0,84, p<0,05).

Metalocomplexul carnozina-Zn influenteaza puternic intensitatea proceselor POL 1n tesutul osos
al sobolanilor sanatosi. Scade cantitatea tuturor HPL in ambele faze, diminuarea fiind similara can-
titativ. Astfel, cantitatea HPLi si HPLm 1n ambele faze se micsoreaza fatd de martor cu cca 70-75%
(p<0,05), iar a HPLf cu 77% (p<0,05) 1n faza hexanica si cu 33% 1n cea hidroalcoolicad. Cantitatea
produsilor POL in faza hexanica este in continuare mai mare decat in cea hidroalcoolica si se mentine
raportul dintre formele HPL in ambele faze. Astfel, complexul carnozina-Zn, spre deosebire de carno-
zind, intervine mai pronuntat in peroxidarea lipidica 1n faza hexanica, micsorand cantitatea produsilor
POL cu peste 20%. Actiunea asupra POL in faza hidroalcoolica este analogica celei manifestate de
carnozina.

In tesutul osos complexul carnozini-Zn, asemenea carnozinei, modifica raporturile corelationa-
le dintre produsii POL. In faza hexanica sunt corelate pozitiv cantitatea HPLi cu cea a HPLm (r=0,99,
p<0,01) si a HPLm cu cea a HPLf (r=7,22, p<0,05), dar dispar corelatiile dintre produsii POL in faza
hidroalcoolica si cele dintre produsii POL in diferite faze. Deci complexul carnozina-Zn influenteaza
intr-un mod diferit pe cel al carnozinei libere, procesele POL in tesutul osos al sobolanilor, modifi-
cand la fel de profund POL in ambele faze, in raport cu carnozina, care influenteaza preponderent
HPL ai fazei hidroalcoolice.

Modificarile cantitatii HPL in serul sobolanilor carora li s-a administrat metalocomplexul car-
nozina-Zn nu sunt statistic semnificative nici in faza hexanica, nici in cea hidroalcoolica, scaderile
incadrandu-se in limitele a 5-10% (fab. 2). Diferentele dintre cantitdtile HPLi, HPLm si HPLf din
fazele hexanica si hidroalcoolicd se minimalizeaza, mentinandu-se doar una statistic veridica — ca si
in lotul martor, HPL1 in faza hidroalcoolica depasesc HPLi din faza hexanica cu 20% (p<0,001).

Carnozina in complex cu Zn reduce mai mult decét carnozina numarul corelatiilor dintre pro-
dusii POL in serul sangvin al sobolanilor, inregistrandu-se doar doua — in ambele faze sunt corelate
cantititile HPLm si HPLf (r=0,97, p<0,001 si r=0,71, p<0,05, respectiv). Sunt diferite si corelatiile
dintre cantitdtile produsilor POL in tesutul osos si ser atat comparativ cu lotul martor, cat si cu lotul
de animale carora li s-a administrat carnozina liberd. Numarul acestor corelatii se reduce mult fata
de martor si se inregistreaza o singurd corelatie pozitiva intre HPLm ai fazei hidroalcoolice (1=0,79,
p<0,05), ce diferd de corelatia depistata la animalele carora li s-a administrat carnozina. Astfel, com-
plexul carnozina-Zn influenteaza foarte putin cantitativ procesele de oxidare peroxidica a lipidelor in
ser, spre deosebire de tesutul osos, modificarile fiind mai mult calitative — corelationale.

Concluzii

1. Procesele POL la animalele intacte se caracterizeaza printr-o intensitate semnificativ mai
mare 1n tesutul osos decat in serul sangvin, ce se reflectd in continutul net superior al HPL in os.

2. Carnozina exercita o actiune antioxidanta atat in tesutul osos, cat si in serul sangvin al sobo-
lanilor, efectul fiind semnificativ mai pronuntat in os.

3. Combinarea carnozinei cu Zn amplifiica actiunea antioxidanta a carnozinei asupra tesutului
0s0s s1 atenueazd nesemnificativ aceasta influentd in serul sangvin.

4. Nu s-au stabilit legaturi corelationale importante intre cantitatile produsilor POL in tesutul
0s0s si 1n ser atat la animalele intacte, cat dupa administrarea bioremediilor.
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Rezumat

A fost efectuat un studiu comparativ al intensitatii POL in tesutul osos si in serul sangvin al sobolanilor
sanatosi si al celor cdrora li s-a administrat carnozina si complexul carnozina-Zn. S-a stabilit cd intensitatea
POL in tesutul osos o depaseste pe cea din ser. Atat carnozina, cat si complexul carnozind-Zn exercita o actiune
antioxidantd asupra POL in tesutul osos si In serul sangvin, efectul fiind semnificativ mai pronuntat in os. Nu
s-au stabilit legdturi corelationale importante intre cantitétile produselor POL in tesutul osos si in ser atat la
animalele intacte, cat si dupa administrarea bioremediilor cercetate.

Summary

Bone and blood serum lipid peroxidation intensity in normal rats and after carnosine and carnosine-Zn
complex administration was studied. Lipid peroxidation is significantly higher in bone than in serum. Carnosin
and the complex carnosin-Zn exhibit significant antioxidant action in bone and blood serum, the influence
being deeper in bone. There were not found important correlations between the quantities of POL products in
bone and blood serum both in normal rats and after the administration of the tested bioremedies.

ALTERAREA CELULARA iN SOCUL HEMORAGIC SI PROPRIETATILE
ACIDULUI HIALURONIC

Angela Bitca, dr. in medicina, cercet. stiint., Vasile Lutan, dr. h. in biologie, prof. univ.,
USMF ”Nicolae Testemitanu”

Socul hemoragic se inscrie in randul celor mai dificile abordari ale medicinei de urgentd, conti-
nuand sa ramand un subiect actual al medicinei contemporane.

La cel de al XII-lea Congres al Societdtii Europene de Soc, care s-a desfasurat la Ulm (Germa-
nia, 14-16 septembrie 2006) s-a constatat prevalenta SH in structura complicatiilor fatale (7-25%) ce
evolueaza in traumatologie, chirurgie, obstetrica si ginecologie si mortalitatea inalta (pana la 40%) prin
aceasta entitate patologica, care este superioara in contextul analizei diferitor stari critice. Oportunitatea
SH in diferite entitati de prezentare clinica, de diagnostic si tratament este evidentiata in mod deosebit
in ghidurile practice si recomandarile OMS ce vizeaza problemele medicinei de urgenta [1,2,3].

Severitatea SH si succesul resuscitarii lui sunt in functie directa de scorul hemoragiei si de gradul
de afectare a organelor vitale, care se incadreazi in sindromul de disfunctie poliorganicd [4,5]. In acest
context este de mentionat conceptul neunivoc, privitor la caracterul modificarilor structurale, viscerale,
la natura si mecanismele de evolutie a acestora, cu toate ca referintele bibliografice se subliniaza cert
rolul stresului oxidativ, rdspunsului inflamator exagerat pe fundalul expresiei defectuoase de citokine
si proteine ,, heat-shock”, reactivitatea vasculara endoteliu dependenta estropiatd, asociata cu afinitatea
scazuta la actiunea agentilor vasoconstrictori etc. [6,7]. Totodata, algoritmul diagnostic neinvaziv para-
clinic, care se utilizeaza astazi, nu ofera inca posibilitatea unei estimari autentice si dimensionari certe
a injuriilor tisulare, iar rezultatele investigatiilor fundamentale, realizate in acest sens, diferd de indicii
morfologici. Este incd slab elucidata corelatia dinamicii marcherilor si predictorilor umorali ai SH cu
gradul de profunzime si particularitatile alterarilor structurale, inclusiv a eficientei resuscitarii.

Resuscitarea este bazata pe strategia terapiei de infuzie, iar dilema prioritatii infuziilor cristalo-
ide sau coloid-osmotice raimane nerezolvati. Incercirile de validare a superiorititii uneia sau alteia
nu s-au soldat cu dovezi de consens [8,9], dar au condus la consolidarea unei tendinte de suplinire

52



