
MateTial şi metodă 

Experienţele le-am efectuat pe 100 conrne uterinc de cobai femeie virgine. 
p(• 25 coarne uterine şi segmente de colon de şobolnni. cu aceleaşi seruri şi pe 10 
coarr:e uterine de cobăiţe, cu ser inactivat ţinut timp de 30 de min. la 43° C. pen­
tru o mai sigură testare biologică. Serurile proaspăt recoltate (obţinute de la Cen­
trul de transfuzie) le-am adăugat in cantitate de 1 mi la cei 20 mi de soluţie 
Tyrole resp. KTebs. Sensibilitatea organelor iwlate am măsurat-o cu o picătură de 
oxiton diluat 10-5. Am comparat contracţia produsa de ser cu cea produsă de oxi­
ton şi am exprimat rezultatul in procente. 

Am cercetat efectul serului de la 23 persoane sănătoase. in care contracţia 

provocată a fost de 5,4%, faţă de cea p.·odusă de oxiton. 

Am efectuat 100 de determinăM la bolnavi hipcrtensivi. dintre care 70 au pm­
dus o contracţie in medie de 66.06. Presupunem că substanţcle vasoactive lipsesc 
din serul unor hipertensivl, ca fenomen de compe:1sarc a valorii. de altfel cres­
cute a tensiunii. pentru că a~cşti bolnavi erau in fază avansată a bolii. 

Interpretarea rezultatelor 

Datele de mai sus dovedesc, că in serul bolnavilor de hipertensiune pri­
mară se acumulează o substanţă cu efect asupra musculaturii netede, care 
probabil are rol în etiopatogeneza bolii. Unii autori (Peart, Scornik, Taquini) 
nu au putut extrage substanţe vasoactive din sîngele hipertensivilor renali, 
pe cînd alţii (Vollan, Helmer, Judson) au re~it. In cursul cercetărilor noi nu 
am putut efectua separarea compone•ntelor ple~smatice, de aceE'a pe baza tes­
t~lor biologice presupunem că după natura substanţei prezente, este vorba de 
At. Am constatat că substanţa este prezentă în cantităţi mai mari în fazele 
incip!ente ale bolii, atunci cînd valorile tensionale nu sînt î~că stabilite la 
un nivel fix ci oscilează. Cantităţi mai mici se observă în fazele mai avan­
sate, respectiv nici nu mai sînt prezente. Credem că în etiologia bolii hiper­
tensive, pe lîngă ,.leziune biochimică" (Aubert), adică modificarea electroll­
tică şi enzimatică a peretelui vascular (Lnpulescu, Harnagea) şi tulburarea 
secreţiei de substanţe antipresoare renale (Dimitriu) au rol important şi sub­
stantele umorale vasoactive în menţinerea unu1 tonus crescut al arterelor. 

Sosit la redacţie: 22 iunie 1967 
Bibliografia la autori. 

Clinica medicală nr. 1 dm Tg.-Mureş (con<! : pro!. P. Doczy, doctor-docent. 
medic emerit al Republicii Socialiste România) 

CERCETARI PRIVIND SISTEMELE DE STABILIZARE 
ŞI DE LIZA A FIBRINEI IN BOLI REUMATICE 

Nota 1.: Cercetări din domeniul stabilizării fihrinei 

Ev::~ Kotay Lakatos 

.,Fibnnoidul". formati unea tisulară care apare in diferite boli reurnaure, 
prezintă o mare variabilitate. După una dintn' teorii, fibrino~dul se produce 
prin infiltraţie de fibrinogen plasmatic şi de nucleoproteină. care din cauza 
msolubilităţii lor ar forma nucleul degene1·~tiv. Teoria aceasta. confirmată de 
datele mai vechi ale lui Thomas, Con..~den, Zif.f, Albertini, a îndreptat atenţia 
cercetărilor sprE' transformarea fibrinogenulni in fibrină şi spre fibrinoliză. 
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Determinind fibrincgene>mia şi fibrinoliza in endocarditele reumatismale, 
Moga şi colab. (12, 13) au arătat că in cazurile recidivante pe lîngă o creştere 
moderată a fibrinc-;tencmiei, fibrinoliza este scăzută, mărindu-se activitatea 
inhlbitorilor plasminei. 

Cu ocazia determinărilor anterioare, am observat şi noi (9) că activitatea 
fibrinolitică spontană a singelui este scăzută la cei suferinzi de reumatism 
crcnic. Aceste date sint in ccncordantă şi cu rezultatele lui Kopec (6). Gory­
achkin (4) şi de Chakrabarti (1). Plecind de la observaţiile acestea, tot Chakra­
l;arti, Fearnlev si colab. au studiat influenta cortizonului şi ACTH şi au con­
statat cr.csterea fibrinolizei sub influenţa acestui tratament corticosteroid. 
După părerea lor, primul efect al corticosteroizilor este tocmai creşterea acti­
vităţii fibrinolitice, avind drept consecinţă atenuarea fenomenelor inflamaţiei. 
Ei cred că a sosit tim!)ul cind fibrinoliza trebuie să fie privită ca un sistem 
fiziopatologie al organi~mului, cu ~xtindere atit asupra aparatului cardiovas­
cu1ar, cit şi asupra celorlo.lte organe şi ţesuturi. Pilgeram, Ammundson şi 
Lofgren (14) au studiat efectul activator al corticosteroizilor asupra pla.cmino­
gcnu\ui uman, arătînd rolul acestor steroizi in controlul metabolismului pro­
fibrinolizinei. 

Este verosimil, că procesele care se petrec In ţesuturi, se reflectă intr-o oare­
care măsură in prcr.esele de coagul:Jre şi fibrinoliză plnsmatică. Punctul de ple­
care al a,a-numltei d~gencrescenţc fibrinoide po:::te să fie tocmai fibrinoliza scă­

zută. Investigaţiile cuno..<cute pinii în prezent nu ne dau informaţii privind limita 
pr!:leesului fibrinolitic. Care este de fapt cauza pretin.sci insuficimţe a d.izolvării 

fibrinci? Lipsa activatorului sau e;uimei; - inhibiţia activatorului sau enzimei; 
- sau substratul însuşi, mGdificat calitativ şi devenit astfel mai rezistent? 

CercetărilE" noastre anterioare au avut drept scop studierea calitativă a fibri­
nei (7). După rezultatele noastre, fibrina coagulată a singelui bolnavilor reumatici 
conţine intr-o proporţie mai mare componentul glucidic in comparaţie cu fibrina 
din singele provenit de la sănătoşi. Date similare sint publicate de către Stoichiţa 
şi colab. (17), care au studiat compoziţia fibrinogenului, determinind şi cantitatea 
glucidelor fracţionate. Starnes şi colab. (15) au observat creşterea conţinutului glu­
cidic al fracţiunii euglobulinice la bolnavii suferinzi de artrită reumatoidă. ln 
cursul procesului de transformare al fibrinogenului in fibrină se eliberează din 
fibrinogen şi o cantitate de glucide. După rezultatele cercetărilor noastre şi fibrina 
bolnavilor cu artrită reumatoidă conţine intr-o proporţie mai mare componentul 
glucidic strins legat de proteină. 

Am efE>Ctuat şi determinări polarografice, folosind concentraţii standard de 
fibrinogen, 200 mg%. Activitatea polarografică a soluţiilor de fibrinogen pregătite 

din singele bolnavilor a arătat o diferenţă netă in raport cu fibrinogenul celor 
sănătoşi (8). 

In lucrarea de faţă prezentăm rezultatele determinărilor privind activi­
tatea sistemelor enzimatic~ avînd ca substrat fibrina. Am studiat in primul 
rind efec~l factorului de stabilizare a fibrinei (FSF, factorul plasmatic XIII) 
asupra formei provizorii a polimerului de fibrină, solubil in solutie de uree. 
După ipoteza noastră modificqr~a cantitativă a componentului glucidic poate 
să aibă drept consecinţă modificarea calitativă a fibrinei. Comportarea ca 
-"Ubstrat a fibrinei poate fi modificată, fie din cauza structurii spaţiale even­
tual schimbate. fie din cauza grupelor blocate de aminoacizi. N;ci rolul fiziolo­
~tic al componentului glucidic nu este încă elucidat, este cert doar că in 
cun:ul :;tabilizării fibrinei se> eliberează o cantitate de glucide. 

295 



Cercetări în domeniul stabilizării fibrinei 

Este cunoscut că prima fază a transformării fibrinogenului In fibrină se 
datorEşte trombinei. F ibrinogenul este o proteină bogată in glucide, cu o 
greutate moleculară de cea. 340.000, molecula ei continind 6 lanţuri pepti­
dice, este alcătuită din două jumătăţi simctnce. Lanturile p~ptidice sint le­
gate intre ele prin punţi disulfidice. In timpul formării fibrinei scade greu­
tatea moleculară cu aproximativ 3%, schimbindu-se intre timp şi resturile 
de aminoacizi N-terminali, rămînînd nemodificati aminoacizii C-terminali 
(Bailey, cit. 11}. Identificind aminoacizii N-terminali cu metoda lui Sanger 
sau Edman s-a l{ăsit că dintre 6 bnturi peptidice ale fibrinogenului la două 
apare tirozina.. la celelalte patru lanturi aminoacizii diferă de la specie la 
specie. La om la două lanturi se găseşte alanir.a, la alte două, t-esturi de acid 
p1roglutam 'c. Sub acţiunea trombinei se scindează o legătură arginină-glicină 
in apropierea N-terminală, rămînînd in molecula fibrinei in pozitiile N-ter­
minale 2 tirozine şi 2 glic'ne. La poziţiile C-terminale atit la fibrinogen, cit 
şi la fibrină se găsesc resturi de arginină (11}. 

Asupra punctului de atac al trombinei s-au imaginat mai multe teorii. 
După Larand p•Jnctul de atac este determinat de secventa aminoacizilor in 
vecinătatea legăturilor arginil-glicină. in primul tind de peptidul bogat in 
acizi dicarbonici. Laki caută să explice factorul determinant al punctului de 
alac al trombinei prin prezenta ~lucidelor legate de lanturi peptidice. Poli­
merizarea monomerului de fibrină are loc spontan, din cauza electroneutra­
litătii, ce ao?.re in urma eliberării peptidelor acide. Structura polimerului de­
pinde de pH-ul mediului, de forta ionică şi de temperatură. Tot după Laki 
polimerizarea longitudinală este consecinta scindării fibrinopeptidului A, iar 
polimerizarea transversală se intîmolă după scindarea peptidului B. Intre mo­
n<'meri se formează legături de hidrogen. la care participă in primul rind 
radic~li de histidină şi de tirozină. Fibrina .. S" solubilă astfel formată este 
depolimer; zabilă cu aiut0rul solutiilor dP săruri nedenaturantc (uree. NaBr) 
efectul fiind reversibil. Formarea fibrinei .,1" insolubilă şi stabilă este conse­
cinta influentei unei enzime noi (Loeunt. cit. 5). Această enzimă. cunoscută 
ca factor stabilizant al fibrinei (FSF). sub aspectul proprietăţilor ei fizice este 
o proteină foarte asemănătoare fi!:>rinogenului. Contine grupări -SH lil;ere, 
activitatea ei creşte in prezenta cisteinei. ea fiind activă numai intr-o formă 
redusă. Enzima se adsoarbe de fibrină. activarea ei necesită însă prezenta 
trombinei şi a ionilor de Ca. Enzima activă modifică structura polimerului 
prin formarea legăturilor covalente, cheagul astfel format este deja insolubil 
în soluţii de uree şi de acid monoclo~cetic 1-2%. După Laki in efectul FSF 
are un rol d~terminant componentul glucidic al fibrinei. sistemul enzimatic 
fiind inactivat de neuraminidază. Legătura covalentă se formează între un 
rest de glicină N-terminală şi intre lanţul lateral al unui monomer de fibrină 
vecină. După Loewy are loc o transamidare, eliberîndu-se amoniac. Laki a 
pus in evidentă faptul că FSF scindează şi glucidele. Deci, FSF catalizează 
o transamidare intre glicina N-terminală şi o grupare beta-carboxilică a res­
tului de acid aspartic, apartinind unui alt lanţ peptidic, cu eliberare de amo­
niac şi glucide (5}. Stabilizarea nu are un caracter de "totul sau nimic" 
Pxistă şj stabilizări intermediare (Loewy, cit 5.}. 

Proprietăţile optice ale fibrinei .,S" şi "I" nu diferă între ele. - după 
Duckert (cit. de 5) nici structura lor electronomicroscopică nu e diferită. Ele 
se deosebesc însă în privinţa rezistentei lor mecanice cit şi a solubilitătii lor. 

Pe baza considerentelor de mai sus am urmărit - aplicind metoda lui 
Lorand (bazată pe solubilitatea fibrinei} - efectul factorului de stabilizare 
asupra fibrinei, la un lot de 48 bolnavi suferinzi de poliartrită cronică evo­
lutivă şi la 61 de persoane sănătoase. 
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Mztoda de lucru 

Am coagulat in prezenta trombinei la 37° C prin recaldficare, plasma oxala­
tatli a singelui indivizilor bolnavi şi slinătoşi. După diferite timpuri de incubaţie 

11m diz'>lvat fibrina timp de 24 de ore in soluţie de uree 30%. In continuare am 
spălat şi am hidrolizat fibrir:e!e, determinind ap:Ji cantitatea de fibrină ins:.~lubilll 

pe baza conţinutului de tirozinli cu ajutorul reactivului Folin-Ciocllteu. 
Singele recoltat pe soluţie de oxalat de sodiu 1.34% in pnporţie de 9 :1. s-a 

c:entrifugat timp de 5 minute la 3.000 T/min. Plasma decantată s-a prelucrat in 
timp ele o oră după rec:Jltarea singelui, in m:Jdul următor: 

in 7 eprubete serologice: 0,2 ml plasmă 

0,1 mi U>mpon Michaelis (pH = 7.35, n = 0.1) 
0,2 ml clorură de calciu M/40, care conţine pe ml 

cantitatea de trombină ce coagulează 1 mi pla~mă in 25 de se::unde 
Am incubat eprubetele la 37> C timp de 3,7 1i2, 15, 22 1/2, 30 şi 60 de mi­

nute. După trecE'rea timpului de incubare am adăugat in eprubete cite 3 :nl solu­
tie de uree 30"/o, de;p:irţind che:tgul de peretele eprubctci printr-o agit.arE' uşoară. 

D · pă 24 de orE', fib1 ina nro l zolvată am spălat-o de 3 ori cu apă distilată, am 
adăugat la fibrin.a spăl&tă 0.5 mi NaOH 10°/1 şi am pus eprubetele in baie de apă 
fierbir.te, t irrp de 3:> de minute. După răci re.> am adăugat 2.5 ml apă distilată, 3 
mi sol. de Na2CCs 20% şi 0,5 ml reactiv Folin-Ciocilteu diluat. După 10 minute 
sm citit extincţiile la folomctrul Pulfrich, folosind filtrul 5-61, contra apei. 

Rezultate şi concluzii 

La 83 ,5% a cazurilor grupei de control cantitatea maximă de fibrină in­
solubilă s-a fermat după un timp de 3 şi 7 1/2 minute de incubaţie. La dife­
renta de 14,7% s-a atins cantitatea maximă după 15 minute de incubaţie. 
In majoritatea cazurilor, în eprubetele conţinînd plasma bolnavilor s-a atins 
mrx;mu\ de fibrină insolubilă după un t imp de 15 şi 22 1/2 minute de incu­
baţie şi anume intr-un procentaj de 64 .6% (graficul nr 1). Din curba de frec­
venţă deducem că timpul de stabilizare al fibrinei in cazul bolnavilor reu­
matici se prelungeşte fată de al sănătoşilor. 
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Graficul nr. 1: Graficul frecvenţei cantităţii maxime de fibrină insolubilă 
in soluţie de uree 
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Trebuie să luăm in considerare însă faptul că in sistemul nostru de incu­
bare incepe pe parcurs şi liza fibrinei. Aceasta actionează in sens contrar sta­
bilizării cheagului şi formării cantităţii maxime de fibrină in timp. Este po­
sibil că la normali, fibrinoliza fiziologică impinge spre stinga curba cantităţii 
maxime a fibrinei (vezi graficul nr. 1) in timp ce in cazul bolnavilor cu 
reumatism, lipsa fibrinolizei este factorul care face posibilă formarea unei 
cantităţi maxime de fibrină cu apariţie mai tardivă. In cele din urmă o can­
titate maximă de fibrină formează reţeaua elastică, strînsă şi rezi~tentă. 

Punctul de atac al sistemului fibrinolitic este fibrina. In cazul scăderii 
activităţii FSF-ului polimerul format este mai uşor solubil, decit fibrina "1" 
insolubilă, adevăratul substrat al fibrinolizei. Deci, FSF poate fi considerat 
inhibitorul fiziologic al fibrinolizei. La bolnavii reumatici fibrinoliza este 
scăzută, deci este puţin probabil că prelungirea timpului de stabilizare este 
cauzată de lipsa FSF. Tyler şi Lack au pus in evidenţă un factor tisular, 
asemănător cu acest factor plasmatic XIII (FSF), care ar fi responsabil pen­
tru activitatea antifibrinolitică a extractelor tisulare (Duckert, 2). Observaţia 
aceasta este însemnată, deoarece confirmă prezenţa unei noi perechi de fac­
tori cu funcţie similară, prezentind un nou argument pentru unitatea proce­
selor ce se petrec în ţesuturile lichide şi solide ale organismului. 

Sosit la redacţie: 28 aprilie 1967. 
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