(Clurfieru] medlicall, October 2013, Vol. 56, No 5 RESEARCH STUDIES

Collagenase participation in the collagen biodegradation in the liver
during the regression of experimental hepatic cirrhosis

R. Pretula

Laboratory of Morphology, Nicolae Testemitsanu State University of Medicine and Pharmacy
Chisinau, the Republic of Moldova

Corresponding author: ruslanpretula@yahoo.com. Manuscript received May 03, 2013; accepted October 15, 2013

Abstract

The role of the collagenase in the collagen degradation in rat liver during the regression of experimental cirrhosis has been investigated. The
activity of collagenase has been determined biochemically and electronically and histochemically in the normal condition of liver and in CCl,-induced
fibrotic rat liver and during 2 months after the end of the treatment by CCl,. In the condition of liver cirrhosis a decrease of collagenase activity has
been revealed. After the cessation of CCl,-treatment two maximums (on the 7" and 30™ days) of a significant increase in collagenolytic activity have
been determined. A strong correlation between the dynamics of collagenase activity and the change of hydroxyproline level in the liver tissue has been
identified. Electronically and histochemically it has been determined that in a normal rat liver the active collagenase is located in lysosomes of .Kuppfer
cells and endotheliocytes In the fibrotic rat liver the reaction product was revealed mainly extracellularly on hepatocytes, macrophages and fibroblasts
cytolemma and on the adjacent collagen fibrils on the 7" and 30™ days after CCl, abolition. The results show that during the recovery from hepatic fibrosis
the active collagenase is located mainly extracellularly. There are two periods of collagenolytical activity augmentation in liver - on the 7 and 30* days
after the discontinuation of CCl,-treatment. It means that the initiation of collagen degradation in liver takes place at least twice, probably, depending
on the quantity and activity of different types of liver cells.
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Participarea colagenazei la biodegradarea colagenului
in ficat in procesul de regresie a cirozei hepatice experimentale

Actualitatea si importanta problemei abordate. Menti- In prezent, medicina nu dispune de mijloace radicale,
nerea homeostaziei, atit in conditii normale, cit si in starile care ar permite inldturarea cauzelor, care provoacd maladii
patologice, este imposibild fird biosinteza si biodegradarea cronice, insotite de sclerozarea tesuturilor. Deaceea, un rol
continud a matricei extracelulare. La toate etapele de onto- important in aprecierea eficacitétii metodelor contemporane
genezd, aceste fenomene biologice se pot urmdri in tesutul de tratament il are cunoasterea precisa a gradului de reversi-
conjunctiv, care constituie peste 50% din masa corporala si, bilitate a modificarilor structurale, functionale si biochimice
in particular, se referd la componentul principal al matricei din organe care, in mod obligatoriu, insotesc maladiile cronice.
extracelulare - colagenul, care constituie peste 30% din can- Cercetarile in aceastd directie sunt deosebit de importante
titatea totald de proteine ale organismului. A fost demonstrat pentru solutionarea unor probleme imperative din domeniul
faptul, ci colagenul majoritatii tesuturilor conjunctive prezintd maladiilor tesutului conjunctiv: afectiuni reumatice, osteo- si
subiectul unei remodeldri si unui circuit metabolic continuu - artropatii, regresia modificarilor inflamatorii cronice si a
fenomen, ce are loc atat in conditii fiziologice, cét si patologice celor sclerotice, cicatrizarea plagilor, formarea cheloizilor,
[1,2,3],iar organismul in norma dispune de toate posibilitatile aderentelor s.a.
necesare pentru reglarea cantitatii si distributiei structurilor Pentru studierea proceselor de degradare a colagenului
conjunctive proprii. in conditii patologice pot fi folosite cu succes modelele ex-

In conditii patologice, echilibrul intre procesele de biosin- perimentale ale cirozei hepatice, in care procesele par a fi
teza si degradare a colagenului este dereglat si, in rezultatul reversibile, asa cum este intoxicatia cronicd cu CCl,, hidra-
proceselor inflamatorii si distrofice, manifestéri ale celor zind, aminoazocompusi si cu alte noxe hepatotrope, precum
mai diverse patologii, in majoritatea organelor si tesuturilor si ligaturarea ducturilor biliare, dieta cu 4 741 001 deficienta
are loc dezvoltarea excesivi a tesutului conjunctiv (fibroza si de colini s.a. In fiecare din aceste modele, discontinuitatea
scleroza). agentului cirozogen este urmaté de o perioada de reparatie a
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ficatului, inclusiv de disparitia completd, sau aproape com-
pletd a tesutului fibros format excesiv [4, 5, 6]. Revenirea la
structura aparent normald a ficatului este, in anumite conditii
experimentale, impresionantd, cu disparitia totala a excesului
de tesut conjunctiv. Posibilitatea reversibilitatii leziunilor de
fibroza hepatica prezintd un interes deosebit pentru clinicd
prin implicatiile sale prognostice si terapeutice.

Reversibilitatea modificérilor sclerotice este determinatd
preponderent de posibilititile degradarii tesutului conjunctiv
si, in special, a colagenului. Numeroase investigatii histolo-
gice, histochimice, electron-microscopice si biochimice au
reusit sa demonstreze cé fibroza ficatului poate fi supusé unei
regresii, care in anumite conditii experimentale este impresio-
nantd, fiind observatd disparitia aproape completd a excesului
de colagen [1]. Insd, majoritatea detaliilor mecanismelor
resorbtiei colagenului in vivo nu sunt cunoscute.

Datele experimentale sugereaza, cd reducerea excesului
de colagen se realizeazd printr-un proces de resorbtie activa
si nu apare doar ca rezultat al sistarii neoformatiei fibrilare.
Afectarea mecanismelor de degradare a tesutului conjunctiv
este considerata de cercetatori una din cauzele principale ale
ireversibilitatii cirozei hepatice.

O importanta primordiald in resorbtia tesutului fibros este
atribuitd enzimelor lizozomale. Enzime-cheie in biodegra-
darea matricei extracelulare si, in special, a colagenului sunt
considerate a fi metaloproteinaze ale matricei (MMPs; numite
de asemenea, colagenaze sau matrixine) [7, 8,9, 10], membri
ai unei familii mai mari, in componenta céreia in prezent
sunt incluse cel putin 26 de enzime [8, 11, 12]. Proprietatea
comuna a tuturor colagenazelor se rezuma la activizarea lor
pregnantd in mediile cu pH-ul de 7,0-9,0 si, deseori, in lipsa
acumuldrii sale in celula sintetizantd. Colagenazele sunt
metaloenzime Zn-dependente, care scindeaza in mod unic
colagenii interstitiali prin atacul la un singur situs din cadrul
structurii helicale native, situat la 3/4 distanta de capdtul
-NH2 terminal al lantului 1 intre Gly775/11e776 [13, 14, 15],
rezultdnd 2 fragmente helicale, ce reprezinta 3/4 si, respectiv,
1/4 din lungimea fibrei initiale. Produsii de clivare se denatu-
reaza spontan la 37°C, devenind susceptibile la proteinazele
nespecifice cu activitate gelatinoliticd din tesutul conjunctiv
[16]. S-a demonstrat cd colagenaza posedd afinitate fatd de
suprafata fibrilelor de colagen [17].

Studiile recente au reusit sa deceleze in ficatul in norma
expresia colagenazei interstitiale, a stromelizinei-1 i -3, a 72
kDa- si 95 kDa-colagenazei tip IV. Producentii principali ai
metaloproteinazelor in ficat sunt considerate celulele Kupffer,
unde colagenaza a fost depistatd in forma activa in lizozomi
[18]. Lipocitele (celulele Ito) sintetizeazd 72 kDa-colagenaza
si, conform datelor preliminare, stromelizina [19]. Colagenaza
activd a fost depistatd, de asemenea, extracelular pe micro-
vilozititile hepatocitelor [18]. In fibroz, sursa colagenazei
hepatice, pe langa celulele Kupffer, o constituie fibroblastele,
celulele Ito activate spre un fenotip miofibroblastic [20, 21,
22], hepatocitele [23].

In experientele in vitro a fost gasita o activitate minimala
a colagenazei in ficatul normal al sobolanilor, majorarea ei

evidentd in fibroza experimentala indusa de CCl, si scaderea
ei in caz de ciroza avansatd sau ireversibild [5]. Aceste date
biochimice coreleaza cu cercetdrile imunohistochimice ale
colagenazei in ficatul cirozat [24], unde colagenaza a fost
legatd cu colagenul septal nou format in stadiul precoce sau
reversibil al cirozei si era absenta in stadiul tardiv sau irever-
sibil al maladiei.

In caz de ciroza experimentali reversibila, sporirea acti-
vitatii colagenazice se observa mai timpuriu decit majorarea
activitatii enzimelor lizozomale. Aceastale-a permis autorilor
sd presupuna ci colagenaza initiaza disocierea colagenului
intact in spatiul extracelular, dupd ce produsele reactiei se
denatureazd la temperatura corpului, iar enzimele lizozomice
sunt responsabile de degradarea ulterioara [25].

Astfel, ireversibilitatea cirozei poate fi asociatd cu dere-
glarea mecanismelor de degradare a colagenului, care poate
consta in insuficienta activitdtii colagenazei, schimbarea sensi-
bilitatii sale fata de substrat, sau in combinatia ambilor factori.

Examinand starea de ansamblu a acestei probleme, se poate
remarca, cd aspectele structurale si biochimice ale proceselor
de catabolizare a colagenului, in cadru normal si pe fond de
patologie, au fost cercetate insuficient. Este putin cunoscut
rolul diferitor elemente celulare in resorbtia colagenului, la
proportionarea colagenolizei intra- si extracelulare, la aspec-
tele ultrastructurale ale resorbtiei colagenului. Rdman incerte
sau contrariate si alte aspecte principiale ale acestei probleme.

Scopul investigatiilor constd in studierea unor parti-
cularitati de implicare a colagenazei in biodegradarea co-
lagenului in ficat in procesul de regresie a cirozei hepatice
experimentale.

Material si metode

Experientele s-au efectuat pe sobolani albi, masculi cu
masa de 160-250 g. Ciroza hepatica a fost provocata la anima-
lele de laborator prin metoda clasica de injectari subcutanate
bisdptdmanale a solutiei de 50% de tetraclorura de carbon
(CCl,) in ulei de masline, in doza de 0,3 ml la 100 g a masei
corporale, in decurs de 13 saptaméni [26].

Prelevarea materialului investigational se efectua la etapa
dezvoltirii maxime a cirozei hepatice si pe parcursul a doua
luni de regresie a cirozei (7, 14, 21, 30, 45 si 60 de zile dupa
ultima injectare a noxei hepatotrope) dupd sacrificarea ani-
malelor prin decapitare. Lotul martor a inclus 10 animale
sinatoase. In calitate de material investigational se preleva
o portiune din centrul lobului drept al ficatului animalelor
experimentale.

Pentru investigatii s-au utilizat metode histologice,
electron-histochimici si biochimice de explorare.

Prin metodele histologice s-au examinat prelevatele din
ficatul a 60 de animale. Materialul se fixa in formalind neu-
trala de 10%, cu includerea ulterioard in parafind. Sectiunile
histologice au fost colorate cu hematoxilina-eozind si cu pi-
crofuxind dupé Van Gieson.

Investigatiile biochimice s-au produs in omogenat de
tesut hepatic.

Pentru determinarea cantitativa a colagenului in uter s-a
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utilizat procedeul de determinare a hidroxiprolinei (HYP)
- aminoacidului specific, in exclusivitate, a moleculei de
colagen, bazat pe proprietatea hidroxiprolinei de a se oxida
in pirol sub actiunea cloraminei B, produsele oxidarii con-
densandu-se in mediul acid cu p-dimetilaminobenzaldehida
cu formarea unui compus colorat. Intensitatea coloratiei
este direct proportionald cu cantitatea de hidroxiprolina si se
estimeaza fotometric [27].

Activitatea colagenazei a fost determinatd biochimic in
omogenat de tesut, metoda avind la bazd principiul descris
de Smith si van Frank [28] cu folosirea in calitate de substrat
Z-Pro-Ala-Gly-Pro-4MbNA (“BACHEM”) si agentului de
azocuplare Fast Blue B (FBB).

Prin metoda electron-histochimicd s-au examinat prele-
vatele din ficatul a 18 animale, la termenul de 7 si 30 de zile
de regresie a cirozei si a 3 masculi sinatosi. Materialul a fost
supus prelucrdrii histochimice pentru determinarea activitatii
colagenazei la nivel ultrastructural in conformitate cu proce-
dura descrisa de Smith si van Frank [28] cu folosirea in calitate
de substrat Z-Pro-Ala-Gly-Pro-4MbNA (“BACHEM”).

Rezultate si discutii

La examinarea histologicd a probelor de ficat, colectate la
etapa de dezvoltare maxima a cirozei, se desemna o modifi-
care pronuntata a structurii lobulare a ficatului. Lobulii erau
penetrati de septuri de tesut conjunctiv, constituite cu precé-
dere din fascicule mature de colagen, fibrocite si fibroblaste.
Se depistau nodulii regenerativi de mérimi diferite. Tesutul
conjunctiv forma preponderent septuri perilobulare. In he-
patocitele pseudolobulilor se observau diverse modificari — de
la distrofie granulara pana la distrofie hidropica (vacuolard)
si necrozd de colicvatie (umeda).

Analiza microscopicd a structurii ficatului dupa 14 zile
demonstreaza clar nu numai stoparea procesului de fibrozare,
dar si diminuarea lui cu manifestéri proliferative din partea
parenchimului. Septurile perilobulare de tesut conjunctiv apar
mai subtiri si cu infiltratie limfo-histiocitara moderata. Dupa
30 de zile in mostrele de ficat se relevé septuri si mai subtiri,
constituite din fascicule de fibre colagenice, izolat insotite de
celule mononucleare si histiocite. La aceastd etapd, a regresiei
cirozei se restabileste structura obisnuita a lobulului hepatic,
proprie ficatului neafectat. Hepatocitele sunt hipertrofiate,
manifesta un polimorfism exprimat, demonstrand regenera-
rea parenchimului, ceea ce se confirma prin prezenta celulelor
aflate in proces de diviziune.

La termenul de 2 luni de regresie a cirozei, se observa
normalizarea structurii ficatului. Izolat se mentin fascicole
subtiri de colagen. Se observa formarea structurii trabeculare
a ficatului si lipsa infiltratului inflamator.

Astfel, in perioada de regresie a cirozei hepatice experi-
mentale in ficat deruleazd un proces intens de regenerare a
hepatocitelor si subtiere marcanta a straturilor de colagen,
maximal exprimat in decursul primei luni dupd sistarea
intoxicatiei cirozogene, ceea ce denota derularea, in acest
interval de timp, a unui proces de catabolizare colagenicd de
o intensitate fascinantd. Structura ficatului revine la normal
dupi circa 2 luni de regresie a cirozei hepatice experimentale.

Rezultatele determindrii continutului de hidroxiprolind in
ficat confirmd si precizeazd rezultatele examenului histolo-
gic. Gradul de avansare a procesului patologic in ficat a fost
caracterizat de acumularea unei cantitati de colagen, care
aproape de trei ori a depasit continutul macromoleculei in
normd (fig. 1).
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Fig. 1. Modificarile continutului de hidroxiprolina in ficat in
procesul de regresie a cirozei hepatice experimentale.

Nota: axa absciselor — termenii regresiei (zile); axa ordonatelor
- continutul hidroxiprolinei (in %); 100% - nivelul lotului martor.

In pofida incetdrii injectirilor noxei hepatotrope cantitatea
de hidroxiprolind tisulard continud, totusi, sd sporeascd si
catre termenul de 7 zile de regresie inregistreaza maximumul
concentratiei sale in ficat - 336%, p < 0,001. In continuare,
urmarim reducerea continutului HYP in ficat, care la 14 zile
de regresie se reduce cu aproape 30%, comparativ cu cantitatea
existentd la termenul precedent. Insi, aceastd reducere nu
continua si pe parcursul sdptiménii urmétoare a perioadei
supravegheate si la termenul de 21 de zile de regresie fixam o
cantitate a aminoacidului, care constituie 274,7% (p < 0,001)
din nivelul referential si nu se deosebeste concludent de indicii
termenului anterior. Micsorarea semnificativa a cantitétii de
hidroxiprolind in ficat se observi la 30 de zile si 45 de zile de la
abolirea intoxicatiilor, iar investigatia efectuatd la 60 de zile de
regresie denotd reducerea mai mult de doud ori a continutului
de hidroxiprolind hepatica, comparativ cu indicii maximali,
inregistrati la 7 zile post-cirotice.

Astfel, determindrile biochimice denotd micsorarea
treptatd a continutului de hidroxiprolind tisulara in ficat in
decursul primelor patru saptdmani dupa sistarea injectérilor
de CCl,, iar investigatiile histologice ale ficatului animalelor
experimentale releva o subtiere marcanta a septurilor fibroase
(aproximativ de doua ori), ceea ce denotd derularea in acest
interval de timp a unui proces intens de catabolizare colage-
nicd. Procesul se finalizeaza, in principal, dupa doud luni de
la incetarea actiunii factorului cirozogen.

Dinamica activitdtii colagenazei in ficat in procesul de
regresie a cirozei hepatice experimentale. In experientele
noastre, activitatea colagenazei in ficat la dezvoltarea maxi-
mad a cirozei s-a dovedit a fi scizutd esential, comparativ cu
valorile inregistrate in lotul martor — cu 21% (p < 0,001) (fig.
2). Activitatea enzimei in perioada de regresie a cirozei se
modifica in dependenta de timpul trecut dupa incetarea in-
toxicatiei cirozogene, inregistrand maximele sale dupa 7 si 30
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de zile, cAnd se dovedeste a fi mai activa decét in lotul martor
cu 15% (p < 0,01) $i 17% (p < 0,01), respectiv. La 14 si 21 de
zile, activitatea colagenazei suferd o diminuare temporara cu
13% (p <0,01) si 11% (p < 0,01), in comparatie cu lotul martor.
Activitatea colagenazei se apropie de valorile normale dupd
45-60 de zile de regresie a cirozei.

In studiul nostru, asupra procesului de regresie a cirozei
hepatice am remarcat o interdependenta stransd intre mo-
dificérile continutului de colagen si activitatii colagenazei in
ficat. Astfel, in ciroza hepatica, cAnd cantitatea de colagen in
ficat atinge cote maxime, observdm si o diminuare esentiald
a activitatii colagenazei.

In perioada care urmeaza imediat dupd incetarea injec-
tarilor de CCl, (dupd 7 zile de la sistarea intoxicatiei), efectul
nociv al toxinei se mentine, sinteza colagenica prevaland
asupra scinddrii sale. Acest fapt se confirma prin determi-
narea unei cantitati si mai importante de hidroxiprolina, care
depaseste nivelul inregistrat la etapa precedenta. Dar simultan
remarcam si sporirea activitatii colagenazei, care isi atinge
primul maxim de activitate.
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Fig. 2. Modificarea activitatii colagenazei (%) in ficat, in
procesul de regresie a cirozei hepatice experimentale.

Nota: axa absciselor - termenii regresiei (zile); axa ordonatelor
- activitatea colagenazei (in %); 100% - nivelul lotului martor.

Acestei amplificdri a proprietétilor colagenolitice ale fi-
catului si se datoreaza, probabil, micsorarea semnificativéd a
cantitatii de colagen hepatic, depistata la urmatorul termen
investigational (la 14 zile post-toxice). Amploarea proceselor
colagenolitice, detectata in ficat la aceasta etapa, este asigu-
ratd, probabil, de enzimele provenite din lizozomii celulelor
mezenchimale, care exista din abundentd in tesutul conjunctiv
dezvoltat excesiv.

Catabolizarea intensd a structurilor conjunctive se soldeaza,
pe de o parte, cu reducerea importanti a cantitatii de colagen
in ficat, iar pe de altd parte, se micsoreaza si numérul celulelor
mezenchimale implicate in furnizarea colagenazei. Scaderea
temporard a activitdtii enzimei in perioada de 14-21 de zile de
regresie se datoreaza, probabil, micsordrii numérului de macro-
fage si fibroblaste, care are loc in aceastd perioadd, precum si
sintezei enzimatice insuficiente in putinele celule parenchimale
neafectate, existente la aceasta etapd in tesutul hepatic.

Cele mentionate explicd stagnarea relativd a procesului
de resorbtie a matricei extracelulare, intre 14 si 21 de zile de
regresie, deduse pe baza determindrilor cantitative ale hidro-
xiprolinei hepatice.

Finalizarea formadrii sistemului lizozomal in hepatocitele
noi, aparute in rezultatul proceselor proliferative din ficat, are
loc numai dupd circa 20 de zile de regresie a cirozei ficatului
[23], ceea ce se si manifesta prin sporirea activitatii colage-
nazei la 30 de zile dupa ultima injectare a noxei hepatotrope.
Astfel, in ficat, dupa circa 30 de zile de regresie se produce
o noud amplificare a potentialului colagenolitic fapt, care se
manifesta printr-o sporire a activititii colagenazei si o mic-
sorare semnificativa a cantitétii de hidroxiprolina in ficat la
30 de zile de la abolirea intoxicatiilor.

Este important faptul cd in studiul nostru, asupra proce-
sului de regresie a cirozei hepatice am remarcat doud maxime
in activitatea colagenazei. Prezenta a doud maxime pe curba
dinamicii de activitate a colagenazei in ficat — la 7 si la 30 de
zile de la sistarea intoxicatiei este, incontestabil, o manifestare
a caracterului fazic al procesului studiat, precum si a implicarii
in procesele colagenolitice a sistemelor enzimatice lizozomice
atdt ale elementelor celulare ale tesutului conjunctiv (mai
ales la etapele initiale), cat si ale hepatocitelor (cu precadere
la etapele mai avansate ale procesului de regresie a cirozei).

Detectarea electron-histochimicd a activitdtii colagenazei
in ficat in normd si in procesul de regresie a cirozei hepatice
experimentale. Produsul reactiei la colagenazd in ficatul
normal a fost prezent, fie sub aspectul granulelor marunte
solitare, fie sub aspectul unor conglomerate mai mult sau
mai putin omogene de densitate diferitd. O reactie intensa
s-a remarcat in lizozomii celulelor Kupffer si in lizozomii
celulelor endoteliale. Activitatea extracelulard a colagenazei
afost neinsemnata. Granule solitare ale produsului de reactie
se detectau pe microvilii hepatocitelor in spatiile Disse si pe
unele din putinele fibrile de colagen. Datele obtinute denots,
ca colagenaza in ficatul normal se localizeazd in lizozomii
celulelor Kuppfer si entodeliocitelor, precum si extracelular
pe microvilozitatile hepatocitelor.

In ficatul afectat de cirozd, distingem activitate a colage-
nazei in vacuole si lizozomi ai macrofagelor si fibroblastelor.

Particularitatea pregnanta, pe care am urmarit-o in timpul
examenelor electron-histochimice asupra ficatului in procesul
de regresie a cirozei, este secretia colagenazei din hepatocite si
elementele celulare ale tesutului conjunctiv spre spatiul inter-
celular. Despre aceasta marturisesc cumulatiile de produs al
reactiei in spatiile intercelulare — pe citolema si pe fibrilele de
colagen adiacente. O reactie intensi la colagenazi, in spatiile
intercelulare, s-a putut urmari in ambele termene de cercetare.

Este important de remarcat, cd termenele investigatio-
nale (7 si 30 de zile de regresie) se deosebeau esential prin
ponderea elementelor celulare, care secretau enzima spre
spatiul extracelular. Astfel, la termenul de 7 zile de regresie,
practic, toatd colagenaza extracelulard era secretata de celu-
lele septurilor fibroase (macrofage si fibroblaste), prezente in
numdr mare datoritd cantitatii excesive de tesut conjunctiv in
ticatul afectat de ciroza. Secretia enzimei de citre hepatocite
era neinsemnata.

La termenul de 30 de zile de regresie, produsul de reactie
la colagenazd, din contra, se evidentiaza preponderent in
preajma hepatocitelor. Cantitati considerabile de produs al
reactiei sub formd de granule solitare sau de conglomerate
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granulare, mai mult sau mai putin omogene, se detectau
dispuse pe citolema hepatocitelor, pe fibrilele de colagen
adiacente sau in profunzimea stratului fibrotic. Elementele
celulare conjunctive, numarul carora s-a redus considerabil
odatd cu subtierea straturilor de tesut conjunctiv, secretau
enzima activd in cantititi mult mai mici.

La ambele termene de cercetare, pe l4ngéd secretia co-
lagenazei in spatiul extracelular, are loc fagocitarea si liza
intracelulard a colagenului de catre macrofage si fibroblaste.

Un fapt de importantd majord, devenit posibil gratie
investigatiilor noastre electron-histochimice, este revelarea
activitatii extracelulare a colagenazei, depistata la ambele etape
de regresie cercetate. Despre aceasta mérturisesc aglomeratiile
de produs al reactiei in spatiile intercelulare, dispuse imediat
pe citolemad si pe fibrilele colagenice adiacente. Am urmdrit
acelasi tablou in ambele termene de explorare. Colagenaza
este secretatd spre spatiile extracelulare de macrofage si fi-
broblaste (preponderent la etapa initiala a regresiei cirozei),
precum si de hepatocite (la etapa mai avansatd a regresiei).

Rezultatele sugereazd ca in perioada de regresie a cirozei
hepatice experimentale, colagenaza activd se afld mai ales
extracelular. Exista doud perioade de augmentare a activitatii
colagenolitice in ficat — la 7 §i 30 de zile dupa intreruperea
intoxicatiei cu CCl,. Aceastainseamna ca initierea degradarii
colagenului in ficat are loc cel putin de doud ori, in depen-
dentd, probabil, de cantitatea si activitatea diferitor tipuri de
celule hepatice.

Concluzii

In perioada de regresie a cirozei hepatice experimentale in
ficat deruleaza un proces intens de regenerare a hepatocitelor
si subtiere marcanta a straturilor de colagen, are loc micsorarea
treptatd si fazica a continutului de hidroxiprolind, maximal
exprimatd in decursul primei luni dupa sistarea intoxicatiei
cirozogene, ceea ce denota derularea in acest interval de timp
aunui proces de catabolizare colagenica de o intensitate fasci-
nantd. Structura ficatului revine la normal dupa circa 2 luni
de regresie a cirozei hepatice experimentale.

In ciroza hepatici are loc diminuarea activititii colagenazei
in ficat, iar in perioada de regresie a cirozei se evidentiazd doua
faze de majorare semnificativa a activitatii colagenolitice - 1a 7
si 30 de zile dupa sistarea intoxicatiei cirozogene. Se observa
o corelatie stransa intre dinamica de activitate a colagenazei
si modificérile nivelului de hidroxiprolina tisulara. Aceste
date atesta faptul implicérii directe a enzimei in degradarea
colagenului in ficat.

In procesul de regresie a cirozei, colagenaza este secreta-
ta de catre hepatocite, macrofage si fibroblaste spre spatiul
extracelular pentru a participa nemijlocit in degradarea
extracelulard a colagenului. La termenul de 7 zile de regre-
sie aproape toatd colagenaza extracelulara este secretatd de
catre macrofage si fibroblaste, iar la termenul de 30 de zile
de regresie colagenaza este secretatd preponderent de citre
hepatocite. La ambele termene de cercetare, pe langi degra-
darea extracelulara, are loc fagocitarea si liza intracelulard a
colagenului de citre macrofage si fibroblaste.
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