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cu CH (in special, la administrarea PSS si CMJ-33),
dar functia enzimei nu s-a restabilit, mentindndu-se la
valori sub nivelul lotului-martor (p<0,05).

Cele relatate confirma inducerea proceselor cata-
bolice in ficat, realizata prin CBA autohtoni testati,
insa acest efect este exprimat in mod specific, in func-
tie de gradul de angajare a enzimelor in procesele de
degradare a tesutului conjunctiv.

Concluzii

1. Utilizarea CBA are un efect stimulator pronun-
tat asupra proceselor de hidroliza enzimatica a matri-
cei extracelulare hepatice, contribuind la cataboliza-
rea mai eficienta a tesutului fibros, fapt dovedit prin
reducerea nivelului de acizi uronici.

2. Efectul de stimulare a proceselor litice din
ficatul cirozat, realizat de CBA luati in studiu, este
exprimat in mod specific si este dependent de gradul
de angajare a enzimelor lizozomice implicate in pro-
cesele de degradare a tesutului conjunctiv.
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Rezumat

Compusii biologici activi (CBA) cercetati exercita
efect stimulator pronuntat asupra proceselor de hidroliza
enzimaticd a matricei extracelulare hepatice in ciroza he-
patica (CH), contribuind la catabolizarea mai eficientd a
tesutului fibros, fenomen probat de reducerea nivelului de
acizi uronici. Stimularea proceselor litice in ficatul cirozat,
realizata de CBA luati 1n studiu, este specifica si dependen-
ta de gradul de angajare a enzimelor lizozomale implicate
in procesele de degradare a tesutului conjunctiv.

Summary

The investigated biologically active compounds (BAC)
exert a strong stimulating influence on the processes of en-
zymatic hydrolysis of the liver extracellular matrix in cir-
rhosis, which contributes to a more efficient catabolism of
the connective tissue, confirmed by the decrease in the uro-
nic acids level. The stimulation of the degradative proces-
ses in liver cirrhosis induced by the studied BAC is specific
and depends on the degree of involvement of individual
lysosomal enzymes in the degradation of the connective
tissue.

Pesrome

HccnenoBanHble OHOJOTMYECKH aKTHBHBIE BEIECTBA
(PAB) 0Ka3bIBAIOT CHIIBHOE CTUMYJIMPYIOIICE BIUSHUE HA
nporeccsl (pepMEHTaTHBHOIO THAPOIN3a BHEKIETOYHOTO
MaTrpHKca Ie4eHH TP IIUPPO3e, YTO CIIOcOOCTBYET Oosee
¢ PeKTHBHOMY KaTaOOIM3My COCOMHHUTEIFHOW TKaHH,
MOATBEPXKICHHOMY  CHIDKCHHEM  YPOBHS  YPOHOBBIX
KUCHOT. CTUMYJIALMA AT PaSaTHBHBIX ITPOLIECCOB B IICYCHU
Opd  [HUPpO3e MEYCHH, WHIYLHUPOBAaHHAs HW3YYCHHBIMU
BAB, saBnsercs crenuduyueckoil ¥ 3aBUCHUT OT CTEIICHH
BOBJICUCHUSI WHIMBUTYaIbHBIX JIM30COMAITbHBIX
(epMeHTOB, yYacTBYIOLIMX B pacHaje COCANHHUTEILHOM
TKaHH.
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Majoritatea afectiunilor hepatice survenite in urma
unor agresiuni cronice ale diversilor agenti patogeni
(virali devine ireversibila. Totusi, numeroase investi-
gatii histologice, histochimice, electron-microscopice
si biochimice au reusit s demonstreze ca modifica-
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rile fibroase ale tesutului hepatic, insotite de o remo-
delare severa a structurii organului, pot fi supuse unei
regresii cu revenirea la structura aparent normald a
ficatului, care in anumite conditii experimentale este
impresionantd, fiind observata disparitia totala a ex-
cesului de tesut conjunctiv [1]. In urma acestor inves-
tigatii, subiectul principal al cercetarilor in problema
resorbtiei tesutului fibros excesiv din ficat.

In prezent este general acceptat conceptul con-
form caruia etapa initiala in degradarea matricei
extracelulare este un proces proteolitic extracelular,
care se poate solda cu scindarea colagenului, pre-
cum si a glicoproteinelor si proteoglicanilor asociati.
Acest proces este declansat prin actiunea metalopro-
teinazelor matriceale, sintetizate de celulele tesutului
conjunctiv si eliberate in spatiul extracelular, care pot
degrada n mod sinergic toate macromoleculele ma-
jore ale matricei tesutului conjunctiv [2, 3, 4]. Frag-
mentele generate prin aceste atacuri proteolitice pot fi
degradate in continuare extracelular [5] sau fagocitate
de catre celulele locale si supuse ulterior prelucrarii
intralizozomale [6].

Enzimelor proteolitice lizozomice li se atribuie o
importantd deosebitd In resorbtia tesutului fibros [2,
7], mediul de actiune al sau fiind atat cel extracelular,
cat si cel intracelular.

Se considera ca circa 90% din proteoliza intrali-
zozomala se realizeazd datorita activitatii coerente a
endopeptidazelor cisteinice — catepsinelor B, H si L
[8]. Aceste proteinaze manifesta in vitro o specificita-
te exceptionald fata de substraturile proteice, in gene-
ral, si fatd de colagen, in special. A fost demonstrata
capacitatea catepsinelor B si L de a degrada colage-
nul tip IV, implicandu-se astfel in liza membranelor
bazale [9]. Aceste proteinaze supun unei scindari hi-
drolitice si asa componente ale matricei extracelulare
cum sunt laminina si fibronectina [9]. Interesul fata
de proteinazele cisteinice a crescut enorm dupa ce s-a
demonstrat ca catepsina B exercita finctii reglatoare,
se implica in activizarea postsintetica a precursorilor
de hormoni peptidici si enzime (in special, a colage-
nazei) [10].

Catepsina B manifesta activitate dipepti-dilcarbo-
xipeptidazica, endo-peptidazica, carboxi-peptidazica
si este apta sa destructurizeze componentele princi-
pale ale matricei intercelulare: colagenul, inclusiv cel
insolubil, si proteoglicanii, clivajul fiind realizat la
valorile pH-ului de 4,0-6,0 [11, 12]. Ea ataca, de ase-
menea si segmentul spiralat al moleculei de colagen,
element prin care difera de mecanismul de actiune a
colagenazei [13]. In ficat catepsina B este localizati
in celulele Kupffer, celulele endoteliale si in hepato-
cite [14, 15].

Totusi, indiferent de faptul ca pe mostre in vitro
s-a evedentiat proprietatea unor proteaze lizozomi-
ce de a solubiliza colagenul si alte componente ale
matricei intercelulare, includerea lor in procesele de
catabolizare a tesuturilor conjunctive in vivo nu s-a
demonstrat si, prin urmare, nu se poate cunoaste cu
siguranta care ar fi catepsinele ce participa la degra-
darea colagenului 1n ficat in vivo.

Putin numeroase s-au dovedit a fi si investigatiile
privind participarea diferentiata si rolul catepsinelor
lizozomice in degradarea colagenului in ficat, fapt ce
ne-a determinat sa realizam un studiu al particularita-
tilor de implicare a catepsinei B 1n resorbtia tesutului
fibros in ficat in procesul de regresie a cirozei hepati-
ce experimentale.

Scopul prezentului studiu I-a constituit determi-
narea activitatii proteinazei cisteinice — catepsinei B
in tesutul hepatic cirozat si in procesul de regresie a
cirozei hepatice experimentele; corelatia activitatii
enzimei mentionate cu nivelul hidroxiprolinei — ami-
noacidului specific in exclusivitate moleculei de co-
lagen; relevarea surselor celulare ale catepsinei B in
ficat si studierea implicarii catepsinei B in degradarea
intra- si/sau extracelulard a colagenului din ficat in
procesul de regresie a cirozei experimentale.

Materiale si metode

Fibroza hepatica a fost indusd animalelor de la-
borator (sobolani albi masculi) prin metoda clasica
de injectdri subcutanante bisaptadmanale ale solutiei
de 50% de tetraclorura de carbon (CCl,) in ulei de
masline, in doza de 3,0 ml la kilocorp in decurs de
13 saptamani. Materialului pentru investigatii a fost
prelevat la etapa dezvoltarii maxime a cirozei hepati-
ce si pe parcursul primei luni a perioadei de regresie a
cirozei (la 7, 14, 21, 30 de zile dupa ultima injectare a
noxei hepatotrope) si dupa 2 luni de regresie.

Pentru investigatii s-au utilizat metode histologi-
ce, electron-histochimice si biochimice de explorare.
Pentru cercetarile histologice, mostrele de tesut hepa-
tic din lobulul drept al ficatului se fixau in formalina
neutrald de 10% si se colorau cu hematoxilind-eozina
si cu picrofuxina dupa Van-Ghizon. Investigatiile bi-
ochimice s-au produs Tn omogenat de tesut hepatic.

Procedeul de determinare a activitatii catepsinei
B este bazat pe proprietatea enzimei de a hidroliza
N,a-benzoil-D-L-arginine-p-nitroanilide (BAPNA)
la pH 6,0 cu formarea p-nitroanilinei, care are o co-
loratie galbena, intensitatea careia se determina foto-
metric [11]. Activitatea enzimei se exprima in nmol
pe secunda la 1 gram de tesut (nmol/s-g).

Procedeul de determinare a hidroxiprolinei
(HYP) este bazat pe proprietatea cloraminei B de a
oxida HYP si pe condensarea ulterioara a produselor
oxidarii cu p-dimetilaminobenzaldehida.
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Detectarea electron-histochimica a activitatii ca-
tepsinei B a fost realizatd in conformitate cu proce-
dura descrisd de Smith si van Frank (1975). in ca-
litate de substrat s-a utilizat Z-Ala-Arg-Arg-4MBNA
(BACHEM). Prin metoda electron-histochimica s-au
examinat prelevatele din ficatul a 25 de animale.

Rezultate si discutii

La examinarea histologica a probelor de tesut
hepatic, colectate la etapa de dezvoltare maxima a
cirozei, se desemna o modificare pronuntata a structu-
rii lobulare a ficatului. Lobulii erau penetrati de sep-
turi de tesut conjunctiv, constituite cu precadere din
fascicule mature de colagen, fibrocite si fibroblaste.
Prelevatele din ficatul animalelor experimentale, sa-
crificate In decursul primelor patru saptimani dupa
sistarea injectarilor de CCl,, demonstreaza o subti-
ere marcantd a straturilor de colagen, ceea ce denota
derularea in acest interval de timp a unui proces de
catabolizare colagenicd de o intensitate fascinanta.
Procesul se finaliza, in principal, dupa doua luni de la
incetarea actiunii factorului cirogen.

Observatiile efectuate in baza examenului histo-
logic sunt confirmate si precizate de rezultatele deter-
mindrii biochimice a continutului de hidroxiprolind
(HYP) in tesutul hepatic. Din figura I desprindem
ca intoxicatia cronicd cu CCI, s-a soldat cu sporirea
cantitatii de hidroxiprolind 1n ficat si la etapa dez-
voltarii maxime a cirozei continutul aminoacidului a
constituit 280% (P<0,001), in comparatie cu valorile
specificate pentru ficatul neafectat. Astfel, gradul de
avansare a procesului patologic din ficat, atins in ex-
perientele noastre, a fost caracterizat de acumularea
unei cantititi de colagen care a depasit de aproape
trei ori continutul macromoleculei in norma. Conco-

mitent relevam sporirea esentiala a activitatii tisulare
a proteinazei cisteinice studiate. Indicii enzimoacti-
vitatii catepsinei B 1n ficat la dezvoltarea maxima a
cirozei depasesc valorile inregistrate in lotul-martor
cu 150% (P<0,05) (figura 1).

In perioada ce urmeaza imediat dupa incetarea
injectarilor de CCl, efectul nociv al toxinei, totusi, se
mentine, sinteza colagenicd prevaland asupra scinda-
rii sale. Acest fapt se confirma prin determinarea unei
cantitati si mai impresionante de hidroxiprolina, ce de-
paseste nivelul Inregistrat 1n ciroza si catre termenul de
7 zile de regresie inregistreaza maximumul concentra-
tiei sale 1n tesutul hepatic — 336% (P<0,001).

Simultan remarcam si sporirea activitatii catep-
sinei investigate. Astfel, la 7 zile de regresie nivelul
functional al catepsinei B ajunge sd depaseasca cu
177% (P<0,01) nivelul de referintd. Acestei ampli-
ficari pregnante a proprietatilor hidrolitice ale tesu-
tului hepatic si se datoreaza, probabil, micsorarea
semnificativa a cantitdtii de colagen hepatic, depis-
tatd la urmatorul termen de investigatie. Astfel, la 14
zile de regresie continutul de HYP in ficat isi pierde
25% (P<0,01) din valorile specificate la termenul pre-
cedent. Amploarea proceselor hidrolitice, detectata
in ficat la aceastd etapd, este asigurata, probabil, de
enzimele provenite din lizozomii celulelor mezenchi-
male, care exista din abundenta in tesutul conjunctiv
dezvoltat excesiv.

Catabolizarea intensa a structurilor conjunctive
se soldeaza, pe de o parte, cu reducerea importanta a
cantitdtii de tesut fibros in ficat, iar pe de alta parte, se
micsoreaza numarul celulelor mezenchimale implica-
te 1n furnizarea enzimelor fibrolitice. Totusi, micso-
rarea numarului de macrofagi, fibroblaste si a altor

%

350

300 1

250 1

200

150

100

Ciroza 7 14

21 30 60

‘ ——HYP

~@=Catepsina B ‘

Figurd 1. Dinamica modificarii continutului de hidroxiprolina (HYP) §i activitatii catepsinei B in ficat in
procesul de regresie a cirozei hepatice experimentale.
Nota: axa absciselor — termenele regresiei (zile); axa ordonatelor — continutul de HYP si activitatea enzimei (in %);

100% — nivelul lotului-martor;

* — diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, P<0,05;

#% _ P<0,01; *** — P<0,001.
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celule ale tesutului conjunctiv, care are loc 1n aceasta
perioada, nu influenteaza esential activitatea tisulara
a catepsinei B si enzima reuseste sa-si mentina func-
tionalitatea la un nivel destul de inalt, fapt ce presu-
pune implicatii importante ale catepsinei studiate 1n
procesele derulate in ficat in perioada data.

In intervalul dintre 14 si 21 de zile de regresie,
are loc o stagnare relativd a procesului de resorbtie
a matricei extracelulare, deduse pe baza determinari-
lor cantitative ale hidroxiprolinei hepatice. Astfel, la
termenul de 21 de zile de regresie fixdm o cantitate a
aminoacidului care nu se deosebeste concludent de
indicii termenului anterior. Probabil, celulele neafec-
tate existente la aceastd etapa in tesutul hepatic nu
asigurd o sintezd enzimatica suficientd si, respectiv,
nu mentin intensitatea proceselor degradatoare la ni-
velul necesar pentru solubilizarea vizibild a tesutului
conjunctiv.

Finisarea formarii sistemului lizozomal in hepa-
tocitele noi, aparute in rezultatul proceselor prolife-
rative din tesutul hepatic, are loc numai dupa circa 3
sdptamani de regresie a cirozei ficatului, ceea ce si
se manifesta prin sporirea continua a activitatii catep-
sinei B, care la termenul de 30 de zile dupa ultima
injectare a noxei hepatotrope isi atinge maximumul
de activitate — 294% (P<0,001). Astfel, in tesutul he-
patic se produce o noua amplificare a potentialului hi-
drolitic, fapt ce se manifesta print-o micsorare semni-
ficativa a cantitatii de hidroxiprolind 1n ficat la 30 zile
de la abolirea intoxicatiilor, iar investigatia efectuata
la 60 de zile de regresie denota reducerea de doua ori
a continutului de hidroxiprolina hepatica, comparativ
cu indicii maximali inregistrati la 7 zile postcirotice.

Dinamica de activitate a enzimei cercetate ma-
nifestd un caracter fazic, determinat de implicarea
in procesele fibrolitice atdt a sistemelor enzimatice
lizozomice ale elementelor celulare ale tesutului con-
junctiv (mai ales la etapele initiale), cat si ale hepato-
citelor (cu precadere la etapele mai avansate ale pro-
cesului de regresie a cirozei).

Pentru a verifica matematic relatiile functiona-
le ale enzimei cu resorbtia colagenului in ficat, s-a
realizat analiza corelationald, care a relevat un grad
inalt de corelatie pozitiva intre dinamica de activitate
a enzimei investigate — catepsinei B — cu modificarile
nivelului de hidroxiprolina tisulara. Aceste date atesta
faptul implicarii directe a enzimei date in degradarea
tesutului conjunctiv din ficat.

Detectarea electron-histochimicd a activitatii
catepsinei B in ficat in procesul de regresie a cirozei.
Pana in prezent, localizarea activitatii catepsinei B 1n
ficat nu a fost determinata. In lucrarea datd, cu scopul
de a elucida participarea catepsinei B in procesele de
resorbtie a tesutului conjunctiv in ficat, am realizat

investigarea histochimicd la nivel ultrastructural a
distributiei catepsinei B in ficatul normal si la anumi-
te etape de regresie a cirozei. Am studiat distribuirea
enzimei in ficat in norma, precum si laa 7-asia21-a
zi dupa incetarea intoxicatiilor cirogene. Termenele
indicate au fost stabilite Tn baza investigatiilor biochi-
mice ale activitatii enzimei.

In functie de gradul de activitate a enzimei, pro-
dusul reactiei la catepsina B 1n ficatul normal a fost
prezent fie sub aspectul granulelor marunte solitare,
fie sub aspectul unor conglomerate, mai mult sau mai
putin omogene, de densitate diferita. O reactie extrem
de intensa s-a remarcat in lizozomii celulelor Kupffer.
In hepatocite produsul reactiei a fost detectat in unii
lizozomi si in diversi corpusculi membranosi (mye-
lin-like). S-a remarcat, de asemenea, o activitate ex-
tracelulara neinsemnata a catepsinei B. Granule soli-
tare ale produsului de reactie se detectau pe microvilii
hepatocitelor in spatiile Disse. Am revelat activitatea
catepsinei B si in lizozomii celulelor endoteliale.

Conform datelor obtinute, catepsina B in ficatul
normal se localizeaza in lizozomii hepatocitelor, ce-
lulelor Kupffer si entodeliocitelor, precum si extrace-
lular pe microvilozitatile hepatocitelor [5].

Particularitatea pregnantd pe care am urmarit-o
in timpul examenelor electron-histochimice asupra
ficatului in procesul de regresie a cirozei este secretia
catepsinei B din hepatocite si elementele celulare ale
tesutului conjunctiv spre spatiul extracelular. Despre
aceasta marturisesc cumulatiile de produs al reactiei
in spatiile intercelulare — pe citolema si pe fibrilele de
colagen adiacente. Reactia intensd la catepsina B in
spatiul extracelular s-a putut urmari la ambele terme-
ne de cercetare.

De remarcat faptul ca termenele de investigatie
(7 5121 de zile de regresie) se deosebeau esential prin
ponderea elementelor celulare ce secretau enzima
spre spatiul extracelular. Astfel, la termenul de 7 zile
de regresie, practic toatd catepsina B extracelularad
era secretatd de celulele septurilor fibroase (macro-
fage si fibroblaste), prezente Tn numar mare datorita
cantitatii excesive de tesut conjunctiv in ficatul afec-
tat de ciroza. Secretia enzimei de catre hepatocite era
infima.

La termenul de 21 de zile de regresie, produsul
de reactie la catepsina B, din contra, se evidentiaza
preponderent in preajma hepatocitelor. Cantitati con-
siderabile de produs al reactiei sub forma de granule
solitare sau de conglomerate granulare, mai mult sau
mai putin omogene, se detectau dispuse pe citolema
hepatocitelor, pe fibrilele de colagen adiacente sau in
profunzimea stratului fibros (figurile 2, 3). Elemen-
tele celulare conjunctive, numarul cédrora s-a redus
considerabil odata cu subtierea straturilor de tesut
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Figura 2. 21 de zile de regresie a cirozei. Produs al
reactiei la catepsina B extracelularad pe fibrile de
colagen adiacente hepatocitului. x30000

conjunctiv, secretau enzima activd in cantitdti mult
mai mici.

De remarcat faptul cad pe citolema celulelor
Kupfter si pe fibrilele de colagen adiacente lor pro-
dusul de reactie la catepsina B se detecta atat la a 7-a,
cat si la a 21-a zi de regresie. La ambele termene de
cercetare, pe langd secretia catepsinei B in spatiul
extracelular, are loc fagocitarea si liza intracelulara a
colagenului de catre macrofage si fibroblaste.

In citoplasma majoritatii macrofagelor se disting
vacuole continand fibrile fragmentate de colagen. in
unele dintre aceste vacuole se detecta produsul reac-
tiei la catepsina B, ceea ce indica originea lor fago-
citara.

Ca si in macrofage, la ambele termene de cerce-
tare, in citoplasma multor fibroblaste se observa di-
ferite cantitati de vacuole si fagolizozomi ce contin
fragmente fagocitate de fibrile de colagen la diferite
etape de degradare. In unele dintre aceste vacuole se
detecta produsul reactiei la catepsina B, ceea ce arata
originea fagocitara a acestor vacuole.

Trebuie de subliniat faptul ca atat macrofagele,
cat si fibroblastele antrenate in procesul de fagocito-
74 si liza intracelulard a colagenului manifestau si o
oarecare activitate colagenoliticd extracelulara, ceea

Figura 3. 21 de zile de regresie a cirozei. Reactie

intensa la catepsina B extracelulara pe fibrile de

colagen adiacente hepatocitului §i in profunzimea
septului fibros.  x25000

ce este demonstrat de prezenta produsului de reactie
la catepsina L sub forma de granule solitare pe ci-
tolema celulelor si pe fibrilele de colagen adiacente.
Mostrele de referintd nu contineau produsul reactiei
la catepsina B.

Un aspect, credem, important este distributia pro-
dusului reactiei nu doar pe citolema hepatocitelor, a
macrofagelor, fibroblastelor si fibrilele de colagen
adiacente, dar si In profunzimea septurilor fibroase.
Activitatea enzimei se depista atat la nivelul fibrilelor
colagenice destramate, cat si pe cele aparent intacte
vizual. S-ar putea presupune ca la actiunea catepsinei
B se expune, practic, tot colagenul, indiferent de situ-
area sa, si ca nu doar colagenaza, ci si alte proteinaze
pot initia dezintegrarea extracelulara a colagenului.

Noua ne-a reusit si demonstram in vivo antrena-
rea catepsinei B in procesele de degradare extrace-
lulard a colagenului din ficat in procesul de regresie
a cirozei. Putem presupune ca degradarea extrace-
lulard a colagenului din ficat in procesul de regresie
a cirozei este mai importantd decit cea intracelulara
(sau, cel putin, nu este mai putin semnificativa decat
ultima) si ca rolul esential in acest proces ar reveni
enzimelor lizozomale ale hepatocitelor.
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Este absolut clar ca secretia de hidrolaze lizozo-
male detine un rol important in catabolizarea tesuturi-
lor conjunctive, precum si in relatiile celulei cu matri-
cea extracelulara, astfel constituind un mecanism de
asigurare a homeostaziei structurale.

Ar fi foarte dificil de apreciat aportul diferitelor
elemente celulare la degradarea matricei extracelulare
hepatice. In ficatul cirozat celulele tesutului conjunc-
tiv prevaleazi esential asupra hepatocitelor. In acest
caz, contributia elementelor celulare mezenchimale
in resorbtia tesutului conjunctiv pare a fi destul de
considerabild, in special pe parcursul primelor sap-
tamani ale perioadei de regresie. Probabil, la etapele
ulterioare, cand numarul celulelor mezenchimale se
reduce esential (iar cel al hepatocitelor se majoreaza),
se atenueaza si rolul lor 1n procesul dat, iar degrada-
rea tesutului conjunctiv are loc in continuare cu im-
plicarea preponderent a hepatocitelor.

Asadar, posibilitatea reversiunii modificarilor
cirotice din ficat se afld in strictd dependenta de ac-
tivitatea lizozomald a hepatocitelor si a celulelor
mezenchimale si, in primul rand, de gradul de per-
sistenta a parenchimului, de capacitatea sa de regene-
rare, precum si de posibilitarea restabilirii sistemului
sdu lizozomal.

Concluzii:

1. in perioada de regresie a cirozei hepatice ex-
perimentale, se produce sporirea pregnantd a activita-
tii proteinazei cisteinice — catepsinei B in ficat, dina-
mica activitatii enzimei manifestand un caracrer fazic
si un grad inalt de corelatie cu modificarile nivelului
de hidroxiprolina tisulara, ceea ce atestd implicarea
directd a acestei enzime in degradarea colagenului
din ficat.

2. Catepsina B 1n ficat se localizeaza in lizozo-
mii hepatocitelor, celulelor Kupffer si endoteliocite-
lor.

3. In procesul de regresie a cirozei, catepsina
B este secretata de catre hepatocite, macrofage si fi-
broblaste spre spatiul extracelular, pentru a se angaja
nemijlocit in procesul de degradare extracelulara a
colagenului.

4. Catabolizarea extracelulara intensa a colage-
nului din ficat in procesul de regresie a cirozei prin
intermediul catepsinei B are loc cu concursul major al
hepatocitelor, pe cand liza intracelulara a colagenului
este realizatd de macrophage si fibroblaste cu partici-
parea activa a catepsinei B.
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Rezumat

Aplicand metode biochimice si electron-histochimice,
a fost studiata activitatea proteinazei cisteinice — catepsi-
nei B —1n ficatul afectat de ciroza si in perioada de regresie
a cirozei la sobolani. S-a determinat o activitate sporita a
catepsinei B in ciroza hepatica, fiind in scadere pe parcur-
sul perioadei de regresie, precum si un grad inalt de core-
latie intre activitatea enzimei si nivelul hidroxiprolinei din
ficat, ceea ce atesta implicarea directd a acestei enzime in
degradarea colagenului din ficat.

Activitatea catepsinei B a fost detectata electron-histo-
chimic in fagolizozomii celulelor Kupffer si fibroblastelor
ce contineau fibrile fragmentate de colagen. De asemenea,
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activitatea enzimei a fost detectatd pe plasmalema hepa-
tocitelor, celulelor Kupffer si fibroblastelor precum si pe
fibrilele de colagen adiacente. Activitatea extracelulara a
catepsinei B demonstreaza ca, in afara de proteoliza intra-
celulara, enzima participa si la degradarea extracelulara a
colagenului, fiind secretata in spatiul extracelular de catre
hepatocite, macrofage si fibroblaste.

Summary

The activity of cysteine proteinase cathepsin B was
investigated biochemically and electron-histochemically
in cirrhotic rat liver and during the recovery from hepatic
cirrhosis. It was determined an increase of cathepsin B ac-
tivity in cirrhosis and a decrease during the recovery peri-
od, and a high correlation between the enzyme activity and
hydroxyproline level in liver. The related results suggests
that the investigated cystein proteinase (cathepsin B) is
direct implicated in collagen degradation in liver during
the recovery from hepatic cirrhosis.

Electron-histochemically the activity of cathepsin B
was revealed in the Kupffer cells and fibroblast phagoly-
sosomes containing fragments of collagen fibrils. We also
found the enzyme activity on the hepatocyte, Kupffer cell
and fibroblast plasmalemma and on adjacent collagen fi-
brils. The detected extracellular activity of cathepsin B
suggests that in addition to the intracellular proteolysis,
cathepsin B is secreted by hepatocytes, macrophages and
fibroblasts in the intercellular space and can take part in the
extracellular collagen degradation.

Pesrome

BHOXMMHUECKIMU W 3JIEKTPOHHO-TUCTOXUMHYECKUM
METOAAMH U3y4allil aKTUBHOCTb [IUCTEHHOBOW POTEHHA3BI
KarercruHa B B UppoTHYECKN N3MEHEHHOH MIEUeHH, U ITPH
perpeccun Mppo3a y Kpbic. BBIIO BISIBIEHO yBelnUeHHEe
aKTUBHOCTH KaTerncuHa B IIpyu HUPPO3€ NNEYCHU, YMECHBIIC-
HHE TIPH PErPECCHU, a TaKXkKe BBICOKasi CTEIIEHb KOppeJisi-
MK MEXIy (PepMEHTaTUBHOM aKTUBHOCTBHIO KaTericuHa B
M KOJIMYECTBEHHBIM COJCP)KaHWEM OKCHIIPOJIMHA B Iede-
HH, YTO CBUJETEILCTBYET O HEMOCPEACTBEHHOM YYaCTHH
9TOrO (hepMEeHTa B JIeTpaJalliy KoJljIareHa B IICUeHH.

BHCKTPOHHO-FI/ICTOXI/IMI/I‘ICCKaﬂ AKTUBHOCTb KaTcCIl-
cuHa B Obuia oOHapyxkeHa B (harojam3ocoMax KICTOK
Kynddepa n pubpodnactos, conepxamux GpparmeHTHpO-
BaHHBIE (PUOpHIIIBI KoyutareHa. Kpome Toro, akTHBHOCTB
(epmenTa OblTa OOHapyXXeHa Ha IUIa3MajJeMMe Ternaro-
uToB, kiuetok Kynddepa u ¢pubpobiactos, a Takke Ha
OnM3IeKaMX KOJUTareHOBBIX GuOpmiuiax. BHekieTounas
aKTUBHOCTBL KaTrericuHa B YKa3bIBa€T HA TO, YTO IIOMHUMO
BHYTPUKJIETOUYHOTO TIPOTEO0IN3a, (PEPMEHT Y4acTBYeT BO
BHEKJICTOYHOM JIerpajalinyl KoJulareHa, Oyaydn CeKpeTH-
PYEMBIM B MEKKJIETOYHOE ITPOCTPAHCTBO I'eIIaTOLUTAMH,
makpodaramu u GpudpodIacTamu.

ROLUL PEPTIDELOR CU MASA
MOLECULARA MEDIE iN AGREGAREA
CELULELOR SANGVINE iN

ARSURILE TERMICE LA COPII

Eva Gudumac, academician, prof. univ.,
Olesea Prisdcaru, doctoranda
USMF ,,Nicolae Testemitanu”

Actualitatea temei

Arsura termica este Insotitd de dezvoltarea imu-
nodeficientei pronuntate, care influenteaza negativ re-
zistenta organismului 1n special la actiunea factorilor
patogeni [7, 10].

Rolul primar al sistemului imun este de a proteja
organismul Tmpotriva invaziei microbiene. Atat apa-
rarea locald, cat si cea sistemica sunt independente,
dar afectarea termica si distrugerea barierei de supra-
fatd pot cauza perturbari in ambele sisteme de aparare
imunitard. Complementul C, si produsele scindarii lui
au fost decelate atat in plasma, cat si in lichidul din
flictenele de arsura. Acesti produsi infiltreaza functia
neutrofilului, limfocitului si mai apoi imunitatea loca-
12, contribuind la incidenta crescuta a complicatiilor
septice la pacientii arsi.

Depresia circulatorie din soc si dezvoltarea
MODS-ului (disfunctiei multiorganice) sunt compli-
catii asociate cu sepsisul. In aceste perturbari fiziopa-
tologice sunt implicate antitrombina III, fibrinogenul,
imunoglobulinele, produsii de scindare a complemen-
tului. Cascada coagularii poate fi activata atat pe cale
intrinsecd, cat si pe cale extrinseca. Toxinele, actio-
nand direct asupra factorului XII, activeaza sistemele
de contact si calea factorului XI activ, precum si calea
coagularii intrinseci. Paralel endotoxinele activeaza
cascada coagularii extrinseci.

Studiile denota ca in etiopatogenia tuturor etapelor
clinico-evolutive ale arsurilor termice se face vinovata
tulburarea microcirculatiei, ca urmare a agregarii celu-
lelor sangvine [8, 11]. Modificarea agregarii celulelor
sangvine are loc atat sub actiunea factorilor plasmatici,
cat si a celor celulari [2, 5, 6,9, 12, 16]. A fost demon-
strat ca cresterea agregarii eritrocitelor si trombocitelor
in arsura termica este conditionata de modificarile pro-
prietatilor fizico-chimice ale plasmei sangvine.

Toate studiile au demonstrat ca in plasma sangvi-
nd a bolnavilor arsi se afld o cantitate mare de diferiti
agenti, care pot detine calitati proagregante. Pentru
a stabili tactica terapeutica, orientatd spre corectia
tulburarilor de microcirculatie in arsura termicé, este
necesar de a cunoaste rolul si mecanismul agregant al
fiecaruia dintre acesti factori.





