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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> 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. It's of great interest that the activity of the enzyme was much higher in
the liver tissue of the animals treated with the remedy BioR>®. 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, Hsi L - in ficat in
procesul de regresie a cirozei hepatice experimentale si influenta remediului BioR* asupra
activitatii acestor enzime. A fost determinat, ca ciroza hepaticd provoaca o crestere a activitatii
proteinazelor lizozomale, care continud a fi elevata si in perioada restabilirii postcirotice a
ficatului. Prezinta interes faptul, ca activitatea enzimelor s-a dovedit a fi si mai inaltd in tesutul
hepatic al animalelor tratate cu remediul BioR*. Sporirea esentiali a activititii catepsinelor
contribuie la cresterea capacitatii proteolitice a ficatului intru catabolizarea mai eficienta a
tesutului fibros din ficat.

Fibroza - depunerea in exces de tesut conjunctiv fibros - reprezinta consecinta majoritatii
afectiunilor hepatice survenite Tn urma unor agresiuni cronice exercitate de diversi agenti (virali,
ficat este demonstratd experimental si nu trezeste indoieli [10]. Procesul de baza al involutiei
modificarilor sclerotice cronice ale ficatului este resorbtia tesutului fibros si, in special, a
colagenului [5,7]. Insa, majoritatea detaliilor mecanismelor acestui proces in vivo nu sunt
cunoscute.

O serie de exploratori atribuie proteinazelor cisteinice rolul central in procesul de
resorbtie a tesutului fibros [1,4]. Se considerd, ca circa 90% ai proteolizei intralizozomale se

159



realizeaza pe baza activitatii coerente a endopeptidazelor cisteinice - catepsinelor B, H si L [2].
In special, catepsina B este apta sa degradeze componentele principale ale matricei intercelulare:
colagenul, inclusiv cel insolubil, si proteoglicanii.

Prezinta interes si aspectul practic al problemei date - elaborarea procedeelor de
stimulare a resorbtiei tesutului fibros in ficat si restabilirii parenchimului. In acest context
deosebit de avantajoase par a fi incercarile de a stimula activitatea regenerativa a tesutului
hepatic cirozat prin metode terapeutice (farmacologice). In ultimii ani un interes sporit trezeste
utilizarea in aceste scopuri a preparatelor obtinute din surse naturale, si in special din microalge.

Scopul prezentului studiu constd in determinarea modificarilor activitatii proteinazelor
cisteinice lizozomale (catepsinelor L, B si H) in tesutul hepatic cirozat, precum si a gradului de
angajare a acestora in procesul de regresie a cirozei hepatice experimentale pe fond de medicatie
cu preparatul din microalge BioR™.

Metodele de investigatie

Ciroza hepatica a fost provocatd la animale de laborator (sobolani albi masculi cu masa
circa 200 g) prin injectari subcutanante bisdptaminale a solutiei de 50 % de tetraclorura de
carbon (CCly) in ulei de masline in doza de 0,3 ml la 100 g a masei corpului timp de 13
saptamini (lotul I). Dupa incetarea administrarii noxei hepatotrope unui lot de animale li s-a
introdus subcutanant preparatul din microalge BioRSe bisaptaminal in decursul primelor 30 zile
a perioadei de regresie a cirozei hepatice experimentale (lotul I1). Totodata unui lot de animale
(lotul 111) preparatul din microalge BioR> s-a administrat concomitent cu tetraclorura de carbon
timp de 13 sdptamini, iar tesutul hepatic a fost colectat indatd dupa incetarea injectarilor.
Cercetarea tesutului hepatic si a serului sanguin s-a produs in decursul primei luni de regresie a
cirozei (la 7, 14, 21, 30 zile de regresie ) dupa sacrificarea animalelor prin decapitare.

Investigatiile biochimice s-au efectuat 1in omogenat de ficat. A fost determinata
activitatea unor tioproteinaze lizozomale - catepsinelor L, B si H.

Procedeul de determinare a activitatii catepsinei L este bazat pe hidroliza enzimatica a
azocazeinei [ 8,11]. Produsele degradarii proteolitice ale azocazeinei sunt peptide cu o coloratie
galbend, intensitatea cdrora coreleazd cu activitatea enzimei s$i poate fi estimata
spectrofotometric. Pentru excluderea participarii in reactia data a catepsinei D, care de asemenea
este capabila sa hidrolizeze azocazeina, in mediul de reactie se adauga Pepstatina.

Procedeele de determinare a activitatii catepsinelor B si H sunt bazate pe proprietatea
ambelor enzime de a hidroliza substratul sintetic - N,a-benzoil-D,L-arginina-p-
nitroanilidhydrochlorid (BAPNA) (SERVA,Germania) cu formarea p-nitroanilinei de culoare
galbend, a cdrei intensitate se determind spectrofotometric [8]. Hidroliza substratului de catre
catepsina H se petrece la pH 6.8, iar de catre catepsina B - la pH 6.0. Spre deosebire de
catepsina H, catepsina B este inhibatd puternic de Leupeptind (Ikesawa et al.,1971), ceea ce
permite determinarea separata a catepsinelor B si H, folosind acelasi substrat.

Rezultatele obtinute

Activitatea catepsinelor L, B si H in ficat la dezvoltarea maxima a cirozei s-a dovedit a
fi sporitd esential, depasind valorile lotului martor (animale intacte) cu 17% (P<0.05), 150 %
(P<0.05) 51 628 % (P<0.001) respectiv. Sporirea activitatii proteinazelor studiate e necesara atit
pentru degradarea tesutului conjunctiv, format 1n exces, cit si a structurilor celulare lezate.

Pe parcursul perioadei de regresie a cirozei activitatea proteinazelor examinate ramine
sporitd. Astfel, nivelul functional al catepsinei L, inregistrind valori maxime dupa 7 si 21 zile,
ajunge sa depaseasca cu 70% (P<0.001) si cu 55% (P<0.001) respectiv valorile de referinta. De
remarcat faptul, ca la 14 zile se atestd o diminuare temporara a activitatii enzimei, care la acest
termen depaseste valorile martor doar cu 28% (P<0.001). La 30 zile de regresie activitatea
catepsinei L manifesta o tendintd de reducere, deosebindu-se de valorile referentiale cu 28%
(P<0.05).
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Nivelul de activitate a catepsinei B in perioada de regresie a cirozei este in crestere
ascendenta, inregistrind cota maxima la 30 zile - 194% (P<0.001) si o diminuare temporara la 14
zile - 137% (P<0.01). O evolutie similarda a dinamicii de activitate se deduce si pentru
catepsina H, indicii enzimoactivitatii fiind de o amploare exceptionald. Astfel, la 7 zile de
regresie a cirozei valorile activitatii enzimei depasesc de 8 ori si mai mult parametrele de
referintd (P<0.001), mentinindu-se la acest nivel in decursul intregii perioade investigationale.

Deci, ciroza hepatica provoaca o sporire esentiald a activitatii proteinazelor lizozomice,
care continud a fi elevata si in perioada regenerarii postcirotice a ficatului. Prezenta a doua
maxime pe curbele dinamicului de activitate a catepsinelor cercetate este, probabil, 0 manifestare
a implicarii in procesele de proteoliza atit a sistemelor enzimatice lizozomice ale elementelor
celulare ale tesutului conjunctiv (mai ales la etapele initiale), cit si ale hepatocitelor (cu
precadere la etapele mai avansate ale procesului de regresie a cirozei). Scaderea brusca a
activitatii enzimelor (in special a catepsinelor L si B) dupa 14 zile de regresie corespunde,
probabil, micsorarii numarului de macrofagi, fibroblaste si alte celule ale tesutului conjunctiv,
care are loc 1n acestd perioada [9]. Finisarea formarii sistemului lizozomal in hepatocitele noi,
aparute in rezultatul proceselor proliferative din tesutul hepatic are loc numai dupa circa 20 zile
de regresie a cirozei ficatului [3], ceea ce se manifesta prin sporirea activitatii catepsinei L la
21 zile si a catepsinelor B si H la 30 zile dupa ultima injectare a noxei hepatotrope. Diferenta
in activitatea proteinazelor lizozomice cercetate se datoreste, probabil, inductiei selective a
enzimelor la nivelul genomului in perioada de regresie a cirozei.

in lotul de animale, cdrora concomitent cu CCls, li s-a administrat preparatul din
microalge BioR*, la dezvoltarea maxima a cirozei se atestd o sporire notabila a activitagii
catepsinei L cu 53% (P<0.001) in raport cu valorile animalelor intacte, ceea ce constituie 31%
(P<0.01) peste nivelul de enzimoactivitate Inregistrat in ciroza. Modificarile in activitatea
catepsinelor B si H 1n acest lot se deosebesc neimportant de cele inregistrate in ciroza. Deci,
administrarea preparatului din microalge BioR™ in perioada de evolutie a procesului patologic
in ficat conduce la amplificarea activitatii proteolitice in tesutul hepatic datorita sporirii nivelului
functional al catepsinei L.

Administrarea preparatului din microalge BioR™ in perioada de regresie conduce la
influente marcante asupra dinamicii de activitate a tuturor proteinazelor investigate. Astfel, la 7
zile de regresie se atestd un maxim de activitate a catepsinei L, care cu 8 % depaseste nivelul
indicelui respectiv al lotului, in care regresia cirozei a decurs fard medicatie. Pentru catepsina
B aceastd devansare constituie 25 % (P<0.01), iar pentru catepsina H - 19% (P<0.01). Evolutia
ulterioara a activitdtii catepsinei L se afla Intr-o descendentd continud, marcind la 14 zile de
regresie indici superiori, 1ar la 21 zile indici inferiori celor din lotul fara medicatie. La termenul
de 30 zile valorile activitatii enzimei inregistrate pentru ambele loturi practic nu se deosebesc.
Dinamica activitatii catepsinei B urmeaza o evolutie deosebita de cea a catepsinei L, intersectind
valori superioare celor din lotul I atit la 14 zile, cit si la 21 zile de regresie. Indicii de activitate ai
catepsinei H la acesti termeni nu se deosebesc esential de cei inregistrati in lotul 1, iar la 30 zile
de regresie a cirozei activitatea catepsinelor B si H estimata in lotul II scade comparativ cu cea
din lotul I cu 16 % (P<0.05) si24 % (P<0.001) respectiv.

Conchidem, ca la etapele timpurii ale regresiei cirozei hepatice experimentale (7 zile de
regresie) administrarea preparatul din microalge BioR™® influenteaza in sensul unei amplificari si
mai pronuntate a activitatii proteolitice a tuturor enzimelor mentionate, pe cind la etapele
avansate ale procesului (21 zile de regresie) 1Inregistram o astfel de influienfd numai asupra
catepsinei B. Este evidenta actiunea selectivd a preparatului asupra activitatii enzimelor
studiate, care depinde, probabil, de gradul de angajare a lor la diferite etape in procesele de
degradare a tesutului conjunctiv.

Astfel, datele cercetarilor noastre demonstreaza prezenta unui efect de stimulare a
activitatii func‘;lonale a proteinazelor cisteinice in ficat, realizat de administrarea preparatul din
microalge BioR*® si maximal exprimat la termenii timpurii ai regresiei cirozei. In acesti perioada
cea mai mare parte a enzimelor lizozomice provine din elementele celulare ale tesutului
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conjunctiv prezent n exces [9]. Probabil, amplificarea capacitatii proteolitice a ficatului la acesta
etapa conduce la o catabolizare mai eficienta a tesutului fibros, ceea ce faciliteaza si accelereaza
degradarea ulterioara a lui de catre enzimele hepatocitelor. Acesta presupunere e confirmata si
de faptul, ca in tesutul hepatic al animalelor supuse medicatiei cu preparatul din microalge
BioR> scaderea activitatii functionale a proteinazelor cercetate (deci si a intensitatii procesului
de proteoliza enzimatica in ficat) incepe mai devreme decit in lotul de animale netratate.

Concluzii

1. Ciroza hepaticd provoaca o sporire esentiald a activitatii catepsinelor B, H si L, care
continua a fi elevata si in perioada regenerarii postcirotice a ficatului.

2. Administrarea preparatului din microalge BioR> realizeazi un efect de stimulare a
activitatii functionale a proteinazelor cisteinice in ficat maximal exprimat la termenii timpurii ai
regresiei cirozei.

3. Efectul stimulator al preparatului din microalge BioR™® asupra proceselor de degradare
proteoliticd din ficat la regresia cirozei hepatice experimentale contribuie la catabolizarea mai
eficienta a tesutului fibros, ceea ce favorizeaza restabilirea morfo-functionala a ficatului.
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