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CALEA (CICLUL) PENTOZOFOSFATILOR.TESTUL BREWER

Introducere

Calea pentozofosfatilor (CPF) este o cale neenergogena de metabolizare a
glucozei, cu localizare citoplasmatica, unde functioneaza in paralel cu calea Embden-
Meyerhof si cu care prezinta interferente.

Rolul principal al caii este furnizarea de NADPH,H*, dar si de transformare a
hexozelor in pentoze (riboza necesara sintezei acizilor nucleici), de interconversiune
intre ozele cu 3, 4, 5, 6, 7 si 8 atomi de carbon.

CPF este foarte activa in unele celule (hepatice, adipoase, ale glandelor suprarenale,
sexuale, tiroidiene, mamare in perioada de lactatie, eritrocite) si cu o activitate redusa in
altele (celulele musculare striate).

Pentru eritrocite, CPF joaca un rol deosebit de important in prevenirea acumularii
apei oxigenate, cu actiune oxidantd asupra hemoglobinei si a structurilor lipidice. In acest
sens, se utilizeaza un mecanism axat pe glutation, pentru reducerea caruia este necesar
NADPH:

Glutationperoxidaza
2 G-SH + 2H,0, GS-SG +2H,0

Glutationreductaza

GS - SG + NADPH + H* 2 G-SH + NADP™

Sistemul care asigura reducerea permanenta a methemoglobinei la hemoglobina are
la baza actiunea a doua enzime: NADH-methemoglobin reductaza (85%) si NADPH-
methemoglobin reductaza (flavin reductaza eritrocitara) (15%).

In situatii patologice, in care se acumuleaza methemoglobina (de exemplu in
intoxicatiile cu nitri{i), aceasta poate fi redusa la hemoglobina prin stimularea NADPH-
methemoglobin reductazei (si deci a CPF) interpundnd un sistem redox care sa preia
echivalentii reducatori de la NADPH (redus) care poate participa astfel la o noua
dehidrogenare in cadrul CPF si sa-i puna la dispozitia NADPH-methemoglobin reductazei.
Un astfel de sistem redox este albastrul de metilen care, administrat intravenos in intoxicatia
cu nitriti, are actiune terapeutica.
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Testul Brewer

Principiu

Testul Brewer este o determinare in vitro prin care se poate verifica integritatea
functionala (enzimatica) a CPF. Hemoglobina eritrocitara se oxideaza cu azotit de sodiu la
methemoglobinad, proces reversibil in prezenta albastrului de metilen si cu conditia integritatji
enzimatice a CPF. Existenta unui defect enzimatic al CPF (in special de glucoza-6P-
dehidrogenaza) face ca transformarea hemoglobinei in methemoglobina sa nu mai fie
reversibila datorita lipsei NADPH produs de CPF.

Reactivi
1. Solutie azotit de sodiu 0,18 M in glucoza 0,28 M;
2. Solutie albastru de metilen 0,0004 M in NaCl 0,9%.
Se dizolva 149,5 mg albastru de metilen (C16H1gN3SCI-3H,0) in 100 ml apa distilata.
Intr-un balon cotat de 100 ml se introduc 10 ml din aceasta solutie si se completeaza pana la
semn cu solutie NaCl 0,9%.
3. Heparina 50 Ul pentru 1 ml sange.

Modul de lucru
In trei eprubete potrivite notate 1, 2, 3 se introduc:

Reactivi/Eprubeta 1 2 3
Sange heparinat 2,00ml | 2,00 ml | 2,00 ml
Nitrit de sodiu - 0,10ml | 0,10 mi
Albastru de metilen - - 0,10 ml

Se omogenizeaza eprubetele. Se incubeaza 3 ore la 37°C.

Interpretare
Eprubeta 1: este eprubeta de referinta pentru hemoglobina, culoare rosie.
Eprubeta 2: este eprubeta de referinta pentru methemoglobina, culoare bruna.
Eprubeta 3: este proba propriu-zisa, care poate fi:

- Rogie (similara cu E 1): situatie normala, productia de NADPH + H* prezenta.

- Brund (similara cu E 2): situatie patologica, productia de NADPH + H" alterata prin
defect enzimatic al caii (la indivizii homozigoti).
Albastrul de metilen constituie un sistem redox oxidant al cuplului NADPH/NADP" si

reducator pentru reactia catalizata de hemoglobin reductaza.

Semnificatia medicala a deficientei glucoza-6P-dehidrogenazei

Mutatiile genetice ale genei glucoza-6P-dehidrogenaza, care afecteaza consecutiv
productia de NADPH, se intadlnesc la populatile mediteraneene sau de origine afro-
caraibiana. Gena este situata pe cromozomul X, are o transmitere X-linkata si afecteaza
majoritar barbatii.

Exista peste 400 de milioane de purtatori a unor mutatii ale genei G6PDH, insa
majoritatea sunt asimptomatici. in urma defectului genic, enzima rezultatd determind anemie
hemolitica atunci cand indivizii sunt supusi la stres oxidativ, diverse infectii, medicamente
(antimalarice, de ex. primaquina sau sulfonamide), sau atunci cand in alimentatie utilizeaza
un anumit tip de fasole, Vicia faba, boala aparuta fiind numita favism (mecanismul de
producere al bolii nu este Tnca lamurit dar se presupune ca doi compusi proveniti din boabele
de fasole, izouramilul si divicina actioneaza asupra glutationului, avand un efect inhibitor
asupra regenerarii acestuia, ceea ce duce la acumularea de H,0, si de alfi radicali liberi).

Variantele mutante ale genei sunt mai frecvente la populatiile afectate de malarie,
ceea ce sugereaza o crestere a rezistentei impotriva bolii printr-o enzima deficitara (parazitul
Plasmodium falciparum este foarte sensibil la stresul oxidativ, astfel ca, in eritrocit, unde
apare o variantd enzimatica cu activitate antioxidantd redusa, mediul devine toxic pentru
parazit, dar nu si pentru celula gazda).

Exista doua tipuri de defecte enzimatice rezultate in urma mutatiilor genice:



1. Varianta mediteraneeana, reprezentata de o enzima stabild, dar cu activitate
redusa, care poate determina crize hemolitice severe ce pot fi fatale pacientului.
2. Varianta afro-caraibiana, reprezentata de o enzima instabild, care afecteaza in

special hematiile batrane, astfel ca pacientul prezinta crize hemolitice mai usoare,
auto-limitante.



