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Summary  

The role of the lysosome proteinases in the process of the  

regression of the experimental hepatic cirrhosis 

It was investigated the role of the lysosome cisteine proteinases - cathepsins B, H and L - 

in cirrhotic rat liver during the cirrhosis regression and the influence of the remedy BioR
Se

 on the 

activity of these enzymes. It was determined that the hepatic cirrhosis provoked an increase of 

lysosome proteinases activity, which continued to be elevated during the post cirrhotic 

regeneration of the liver.  Its of great interest that the activity of the enzyme was much higher in 

the liver tissue of the animals treated with the remedy BioR
Se

. The considerable increase of the 

catepsins activity contributes to enlarge the liver proteolytic ability for a more efficient  

catabolism of the fibrous tissue in the liver. 

 

Rezumat  

S-a studiat rolul proteinazelor cisteinice lizozomale - catepsinelor B, H şi  L -  în  ficat  în  

procesul   de regresie  a cirozei hepatice experimentale şi  influenţa  remediului  BioR
se

  asupra  

activităţii  acestor enzime.  A fost determinat, că ciroza hepatică provoacă o creştere a activităţii 

proteinazelor lizozomale, care continuă a fi elevată şi în perioada restabilirii postcirotice a 

ficatului. Prezintă interes faptul, că activitatea enzimelor s-a dovedit a fi şi mai înaltă în ţesutul 

hepatic al animalelor tratate cu remediul BioR
se

. Sporirea esenţială a activităţii catepsinelor 

contribuie la  cresterea capacitatii proteolitice a ficatului întru catabolizarea mai  eficientă a  

tesutului  fibros din ficat. 

Fibroza - depunerea în exces de ţesut conjunctiv fibros - reprezintă consecinţa majorităţii 

afecţiunilor hepatice survenite în urma unor agresiuni cronice exercitate de diverşi agenţi (virali, 

toxici, imunologici, metabolici). În prezent posibilitatea reversibilităţii modificărilor cirotice din 

ficat este demonstrată experimental şi nu trezeşte îndoieli [10]. Procesul de bază al involuţiei 

modificărilor sclerotice cronice ale ficatului este  resorbţia ţesutului fibros şi, în special, a 

colagenului [5,7].  Insă,  majoritatea detaliilor mecanismelor acestui proces  in vivo nu sunt 

cunoscute. 

O serie de exploratori atribuie proteinazelor cisteinice  rolul central în procesul de 

resorbţie a  ţesutului fibros   [1,4].   Se  consideră, că  circa 90% ai proteolizei intralizozomale se 
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realizează pe baza activităţii coerente a endopeptidazelor cisteinice - catepsinelor B, H şi L [2]. 

În special, catepsina B este aptă să degradeze componentele principale ale matricei intercelulare: 

colagenul, inclusiv cel insolubil,  şi proteoglicanii.  

 Prezintă interes şi aspectul practic al problemei date - elaborarea procedeelor de 

stimulare a resorbţiei ţesutului fibros în ficat şi restabilirii parenchimului.  În acest context 

deosebit de avantajoase par a fi încercările de a stimula activitatea regenerativă a ţesutului 

hepatic cirozat prin metode terapeutice (farmacologice). În ultimii ani un interes sporit trezeşte 

utilizarea în aceste scopuri a preparatelor obţinute din surse naturale, şi în special din microalge. 

 Scopul prezentului studiu  constă în  determinarea modificărilor activităţii proteinazelor  

cisteinice lizozomale (catepsinelor L, B şi H) în tesutul hepatic cirozat, precum şi  a gradului de 

angajare a acestora în procesul de regresie a cirozei hepatice experimentale  pe fond de medicaţie 

cu preparatul din microalge BioR
Se

. 

 

 Metodele de investigaţie 

Ciroza hepatică a fost provocată la animale de laborator (şobolani albi masculi cu masa 

circa 200 g) prin injectări subcutanante bisăptămînale a soluţiei de 50 % de  tetraclorură de 

carbon (CCl4) în ulei de măsline în doză de 0,3 ml la 100 g a masei corpului  timp de 13 

săptămîni (lotul I).  După încetarea administrării noxei hepatotrope unui lot de animale li s-a 

întrodus subcutanant preparatul din microalge BioRSe bisăptămînal în decursul primelor 30 zile 

a perioadei de regresie a cirozei hepatice experimentale (lotul II).  Totodată unui lot de animale 

(lotul III) preparatul din microalge BioR
Se

 s-a administrat concomitent cu tetraclorura de carbon 

timp de 13 săptămîni, iar ţesutul hepatic a fost colectat  îndată după incetarea injectărilor. 

Cercetarea  ţesutului hepatic şi a serului sanguin s-a produs în decursul primei luni de regresie a 

cirozei (la 7, 14, 21, 30 zile de regresie ) dupa sacrificarea animalelor prin decapitare. 

 Investigaţiile biochimice s-au efectuat  în omogenat de ficat. A fost determinată 

activitatea unor tioproteinaze lizozomale - catepsinelor L, B şi H. 

 Procedeul de determinare a activităţii catepsinei L este bazat pe hidroliza enzimatică a 

azocazeinei [ 8,11]. Produsele degradării proteolitice ale azocazeinei sunt peptide cu o coloraţie 

galbenă, intensitatea cărora corelează cu activitatea enzimei şi poate fi estimată 

spectrofotometric. Pentru excluderea participării în reacţia dată a catepsinei D, care de asemenea 

este capabilă  să hidrolizeze azocazeina, în mediul de reacţie se adaugă Pepstatină. 

Procedeele de determinare a activităţii catepsinelor B şi H  sunt bazate pe proprietatea 

ambelor enzime de a hidroliza substratul sintetic - N,-benzoil-D,L-arginină-p-

nitroanilidhydrochlorid (BAPNA) (SERVA,Germania) cu formarea p-nitroanilinei de culoare 

galbenă, a cărei intensitate se determină spectrofotometric  [8]. Hidroliza substratului de către 

catepsina H se petrece la pH 6.8, iar de către catepsina B - la  pH 6.0. Spre deosebire de 

catepsina H, catepsina B este inhibată puternic de Leupeptină  (Ikesawa et al.,1971), ceea ce 

permite determinarea separată a catepsinelor B şi H, folosind acelaşi substrat. 

  

Rezultatele obţinute  

Activitatea catepsinelor L, B şi H   în ficat la dezvoltarea maximă a cirozei s-a dovedit a 

fi sporită esenţial, depăşind valorile  lotului martor (animale intacte) cu 17% (P<0.05), 150 % 

(P<0.05) şi 628 %  (P<0.001) respectiv. Sporirea activităţii proteinazelor studiate e necesară atît 

pentru degradarea ţesutului conjunctiv, format în exces, cît şi a structurilor  celulare lezate. 

Pe parcursul perioadei de regresie a cirozei activitatea proteinazelor examinate  rămîne 

sporită. Astfel, nivelul funcţional al catepsinei L, înregistrînd valori maxime după 7  şi 21 zile, 

ajunge să depăşească cu 70%  (P<0.001) şi cu 55%  (P<0.001) respectiv valorile de referinţă.  De 

remarcat faptul, că la 14 zile se atestă o diminuare temporară  a activităţii enzimei, care la acest 

termen depăşeşte valorile martor doar cu  28%  (P<0.001). La 30 zile de regresie activitatea 

catepsinei L manifestă o tendinţă de reducere, deosebindu-se de valorile referenţiale cu 28%  

(P<0.05).  
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Nivelul de activitate a catepsinei B în perioada   de regresie a cirozei este în creştere  

ascendentă, înregistrînd cota maximă la 30 zile - 194% (P<0.001) şi o diminuare temporară la 14 

zile  - 137%  (P<0.01). O evoluţie similară a dinamicii de activitate  se deduce şi pentru 

catepsina H, indicii enzimoactivităţii fiind de o amploare excepţională. Astfel, la 7 zile de 

regresie a cirozei valorile activităţii enzimei depăşesc de 8 ori şi mai mult parametrele de 

referinţă  (P<0.001), menţinîndu-se la acest nivel în decursul întregii perioade investigaţionale.  

Deci, ciroza hepatică provoacă o sporire esenţială a activităţii proteinazelor lizozomice, 

care continuă a fi elevată  şi în perioada regenerării postcirotice a ficatului. Prezenţa a două 

maxime pe curbele dinamicului de activitate a catepsinelor cercetate este, probabil, o manifestare 

a implicării în procesele de proteoliză atît  a sistemelor enzimatice lizozomice ale elementelor 

celulare ale ţesutului conjunctiv (mai ales la etapele iniţiale), cît şi ale hepatocitelor (cu 

precădere la etapele mai avansate ale procesului de regresie a cirozei). Scăderea bruscă a 

activităţii enzimelor (în special a catepsinelor L şi B) după 14  zile de regresie corespunde, 

probabil, micşorării numărului de macrofagi, fibroblaste şi alte celule ale ţesutului conjunctiv, 

care are loc în acestă perioadă [9].  Finisarea formării sistemului lizozomal în hepatocitele noi, 

apărute în rezultatul  proceselor proliferative din ţesutul hepatic are loc numai după circa 20 zile 

de regresie a cirozei ficatului [3], ceea ce se manifestă prin  sporirea  activităţii  catepsinei L  la 

21  zile şi a catepsinelor B şi H la 30 zile  după ultima injectare a noxei hepatotrope.  Diferenţa 

în activitatea proteinazelor lizozomice cercetate se datoreşte, probabil, inducţiei selective a 

enzimelor la nivelul genomului în perioada de regresie a cirozei.   

În lotul de animale, cărora concomitent cu CCl4  li s-a administrat preparatul din 

microalge BioR
Se

,  la dezvoltarea maximă a cirozei se atestă o sporire notabilă a activităţii 

catepsinei L cu 53%  (P<0.001) în raport cu valorile animalelor intacte, ceea ce constituie 31%  

(P<0.01)  peste nivelul de enzimoactivitate înregistrat în ciroză. Modificările în activitatea 

catepsinelor B şi H în acest lot se deosebesc neimportant de cele înregistrate în ciroză. Deci, 

administrarea  preparatului din microalge BioR
Se

 în perioada de evoluţie a procesului patologic 

în ficat conduce la amplificarea activităţii proteolitice în ţesutul hepatic datorită sporirii nivelului 

funcţional al catepsinei L.  

Administrarea preparatului din microalge BioR
Se

 în perioada de regresie conduce la 

influenţe marcante asupra dinamicii de activitate a tuturor proteinazelor investigate.  Astfel, la 7 

zile de regresie se atestă un maxim de activitate a catepsinei L, care cu 8 %   depăşeşte nivelul 

indicelui  respectiv al lotului,  în care regresia cirozei a decurs fără  medicaţie. Pentru catepsina 

B această  devanşare constituie 25 %  (P<0.01),  iar pentru catepsina H - 19%  (P<0.01). Evoluţia 

ulterioară a activităţii catepsinei  L  se află într-o descendenţă continuă, marcînd la 14 zile de 

regresie indici superiori, iar la 21 zile indici inferiori celor din lotul fără medicaţie. La termenul 

de 30 zile valorile activităţii enzimei înregistrate pentru ambele loturi practic nu se deosebesc.  

Dinamica activităţii catepsinei B urmează o evoluţie deosebită de cea a catepsinei L, intersectînd 

valori superioare celor din lotul I atît la 14 zile, cît şi la 21 zile de regresie. Indicii de activitate ai  

catepsinei H la aceşti termeni nu se deosebesc esenţial de cei înregistraţi în lotul I, iar la 30 zile 

de regresie a cirozei activitatea catepsinelor B şi H estimată în lotul II scade comparativ cu cea 

din lotul I cu 16 % (P<0.05)  şi 24 % (P<0.001) respectiv.   

Conchidem, că la etapele timpurii ale regresiei cirozei hepatice experimentale (7 zile de 

regresie) administrarea preparatul din microalge BioR
Se

 influenţează în sensul unei amplificări şi 

mai pronunţate a activităţii proteolitice a tuturor enzimelor menţionate, pe cînd  la etapele  

avansate ale procesului (21 zile de regresie)  înregistrăm o astfel de influienţă numai asupra 

catepsinei B.  Este evidentă acţiunea selectivă a preparatului asupra activităţii  enzimelor 

studiate, care depinde, probabil, de gradul de angajare a lor la diferite etape în procesele de 

degradare a ţesutului conjunctiv. 

 Astfel, datele cercetărilor noastre demonstrează prezenţa unui efect de stimulare a 

activităţii funcţionale a proteinazelor cisteinice în ficat, realizat de administrarea preparatul din 

microalge BioR
Se

 şi maximal exprimat la termenii timpurii ai regresiei cirozei. În acestă perioadă 

cea mai mare parte a enzimelor lizozomice provine din elementele celulare ale ţesutului 
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conjunctiv prezent în exces [9]. Probabil, amplificarea capacităţii proteolitice a ficatului la acestă 

etapă conduce la o catabolizare mai eficientă a ţesutului fibros, ceea ce facilitează şi accelerează 

degradarea ulterioară a lui de către enzimele hepatocitelor.  Acestă presupunere e confirmată şi 

de faptul, că în ţesutul hepatic al animalelor supuse medicaţiei cu  preparatul din microalge 

BioR
Se

 scăderea activităţii funcţionale a proteinazelor cercetate (deci şi a intensităţii procesului 

de proteoliză enzimatică în ficat) începe mai devreme decît în lotul de animale netratate. 

 

Concluzii 

1. Ciroza hepatică provoacă o sporire esenţială a activităţii  catepsinelor B, H şi L, care 

continuă a fi elevată  şi în perioada regenerării postcirotice a ficatului. 

2. Administrarea preparatului din microalge BioR
Se

 realizează un efect de stimulare a 

activităţii funcţionale a proteinazelor cisteinice în ficat maximal exprimat la termenii timpurii ai 

regresiei cirozei. 

3. Efectul stimulator al preparatului din microalge BioR
Se

 asupra proceselor de degradare 

proteolitică din ficat la regresia cirozei hepatice experimentale contribuie la catabolizarea mai 

eficientă a ţesutului fibros, ceea ce favorizează restabilirea morfo-funcţională a ficatului. 
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