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Fisiopatologia da deficiéncia de vitamina B12 i ey
Aceito para publicagdo em 09/10/05

e seu diagnostico laboratorial AN 2o

Physiopathology of vitamin B12 deficiency and its laboratorial diagnosis

Clovis Paniz" % Denise Grotto% Gabriela Cristina Schmitt? Juliana Valentini?;
Karen Lilian Schott? Valdeci Juarez Pomblum?; Solange Cristina Garcia®

TR resumo

Vitamina B12 Introdugéo: A vitamina B12 é hidrossollvel, ndo-sintetizada pelo organismo humano, presente em alimentos
de origem animal. Sua deficiéncia € muito freqiiente entre idosos, vegetarianos e individuos que adotam

Diagnéstico baixa dieta protéica ou apresentam problemas de absorcao gastrintestinal. Fisiopatologia: A deficiéncia
Soro de vitamina B12 leva a transtornos hematolégicos, neuroldgicos e cardiovasculares, principalmente, por

interferir no metabolismo da homocisteina (Hcy) e nas reacdes de metilacdo do organismo. Muitas vezes a
Transcobalaminas deficiéncia pode permanecer assintomética por longos periodos, desencadeando uma deficiéncia cronica

que, se mantida, pode levar a manifestacdes neuroldgicas irreversiveis. Metodologias: Metodologias eficientes
que permitam um diagnéstico precoce sao imprescindiveis. Porém um método considerado padrao-ouro
Acido metilmalonico ainda nao € consensual. A dosagem sérica de vitamina B12 sofre algumas restricdes pelos problemas de
sensibilidade e especificidade, podendo ocorrer sintomas de deficiéncia mesmo com vitamina B12 sérica
dentro dos niveis normais ou, de outro modo, ocorrendo baixos niveis de vitamina B12 sérica sem, contudo,
apresentar baixos niveis da fracdo de vitamina realmente disponivel para as células e sem apresentar sinto-
matologia. Novas alternativas vém surgindo, como a dosagem de transcobalamina Il (Tc Il), a Gnica fracao
de vitamina B12 disponivel para as células, ou a dosagem de écido metilmalénico (MMA) e Hcy, metabdlitos
que aumentam quando ocorre diminuicdo de vitamina B12 intracelular. Estes testes apresentam algumas
vantagens, mas também limitacdes importantes para uso rotineiro. Conclusao: Em casos subclinicos, um
diagnéstico correto e precoce representa ainda um desafio, e futuros estudos sao necessarios para definir
um método padréo para diagnéstico laboratorial da deficiéncia de vitamina B12.

Hiper-homocisteinemia

abstract IPSIYE
Introduction: The vitamin B12 is a water soluble vitamin, not synthetized by humans organisms, found in foods | yitamin 812
of animal origin. Its deficiency is very frequent among old people, vegetarians, subjects who use a low protein
diet, or who present gastrointestinal absorption failure. Physiopathology: The vitamin B12 deficiency leads to
hematologic, neurophatologic and cardiovascular disorders, mainly by interfering in the homocysteine (Hcy) | copm
metabolism and in the methylation reactions of organism. Often, the deficiency can remain without symptoms
for long time, leading to a chronic deficiency that, if not treated, may yield irreversible neurologic manifestations. | Transcobalamins
Methodology: Efficient methodologies that allow the early diagnosis are essential. However, a gold standard
method is not consensus yet. The vitamin B12 serum measurement presents some restrictions for problems of
sensitivity and specificity, being able to occur deficiency’s symptoms even the serum vitamin B12 being in nor- | Methylmalonic acid
mal range or, in another way, occurring low levels of serum vitamin B12 without, however, showing low levels
of vitamin B12 fraction really available for the cells and without showing symptoms. New alternatives come
appearing, as the transcobalamin Il measurement, the only vitamin B12 fraction available for the cells or the
methylmalonic acid and Hcy measurement, metabolites that increase when intracellular vitamin B12 decreases.
These tests present some advantages, but also important limitations for use in the routine. Conclusion: In the
sub clinical cases, a correct and early diagnosis represents still a challenge and further studies are needed to
define the best method for routine laboratorial diagnosis of vitamin B12 deficiency.

Diagnosis

Hyperhomocysteinemie

1. Farmacéutico-bioguimico do Laboratrio de Analises Clinicas do Hospital Universitério de Santa Maria da Universidade Federal de Santa Maria (HUSM/UFSM).
2. Farmacéutico-bioquimico do Laboratdrio de Toxicologia (LATOX) do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da UFSM.

3. Médico doutor em Medicina do Departamento de Clinica Médica da UFSM.

4. Professora doutora em Farmécia-Bioquimica do Departamento de Anlises Clinicas e Toxicolégicas da UFSM.
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Introducgéo

A vitamina B12, ou cianocobalamina, faz parte de uma
familia de compostos denominados genericamente de
cobalaminas®®, £ uma vitamina hidrossoldvel, sintetizada
exclusivamente por microrganismos®®, encontrada em
praticamente todos os tecidos animais e estocada prima-
riamente no figado na forma de adenosilcobalamina®’. A
fonte natural de vitamina B12 na dieta humana restringe-se
a alimentos de origem animal®® 4% 46.47. 69 " especialmente
leite, carne e ovos®% ¢4,

Em paises industrializados, estudos epidemiolégicos
mostraram uma prevaléncia da deficiéncia de vitamina B12
na populacdo geral préxima a 20% (5%-60% conforme
a definicdo de deficiéncia de vitamina usada no estudo).
Em paises em desenvolvimento como india, México e
Guatemala, foi verificada alta deficiéncia de vitamina B12
em gestantes, lactantes e criancas em periodo de ama-
mentacao®®. Além disso, estudos com criancas maiores,
nao-lactentes, no México e na Venezuela demonstraram
que 33%-52% dos individuos deste grupo apresentavam
baixos niveis plasmaticos de vitamina B12? ),

A deficiéncia dessa vitamina pode ocasionar transtornos
hematoldgicos, neurolégicos e cardiovasculares®, estando
ela diretamente relacionada com a hiper-homocisteinemia
(HHcy)®, um fator independente de risco cardiovascu-
lar1416:19,23,45,47.55) @ de danos neuroniais %39, Dessa forma,
o diagnéstico precoce da deficiéncia de vitamina B12 é de
grande importdncia para evitar danos patoldgicos irrever-
siveis. Entretanto inexiste uma metodologia laboratorial
considerada adequada®® %% %78 ja que as possibilidades
metodoldgicas disponiveis apresentam, entre outras coisas,
problemas de sensibilidade e especificidadet>: 5% 55 60,6, 79),

Devido a esses aspectos, essa deficiéncia deve ser con-
siderada um importante problema de satde publica, prin-
cipalmente entre pessoas idosas e individuos que adotam
uma dieta estritamente vegetariana (vegans)('® 7% %),

Historico

No inicio de 1920, Minot e Murphy demonstraram po-
der curar a anemia perniciosa, uma doenca anteriormente
incuravel, adotando uma dieta a base de figado®“?, o que
aumentou em mais que o dobro a contagem de células
vermelhas dos pacientes em um més®?., Em 1945, um
principio ativo, efetivo como antianémico, foi concentrado
a partir de tecido hepatico. Lester Smith e Folkers, em 1947,
cristalizaram o principio ativo do extrato hepatico envolvido

na regressao da anemia e o denominaram de vitamina B12,
descrevendo-o como um composto cianidrico contendo
um atomo de cobalto®,

Avitamina B12 tem um peso molecular de 1,355kDa. O
termo vitamina B12 € atribuido a uma familia de substancias
compostas por um anel tetrapirrélico que circunda um éato-
mo central de cobalto, um grupo nucleotidico, que consiste
na base 5,6-dimetilbenzimidazol e numa ribose fosforilada
esterificada com 1-amino, 2-propanol®#- > (Figura 1).
O nome do grupo é cobalamina, e ele pode apresentar
diferentes ligantes, cada um conferindo um nome diferente:
metil (metilcobalamina), hidroxil (hidrocobalamina), 4gua
(aquacobalamina), cianeto (cianocobalamina) e S-deoxiade-
nosina (deoxiadenosilcobalamina). Quimicamente, o termo
vitamina B12 refere-se a hidroxicobalamina ou cianocoba-
lamina, ainda que genericamente seja aplicado para todas
as formas de cobalamina. A forma predominante no soro é
a metilcobalamina, e no citosol, a adenosilcobalamina® 39,
Muitos ensaios de vitamina B12 medem todas essas formas
apds conversdo em cianocobalamina®, a qual é a forma
manufaturada pela indistria®”.

A vitamina B12, quando em solucéo, é termoestavel,
mas sofre decomposicdo pela acdo da luz e dos élcalis®?.

A vitamina B12 ¢é liberada pela digestdo de proteinas
de origem animal, sendo entdo capturada pela hapto-
corrina (também denominada transcobalamina | [Tc ]
ou holo-Hc)(" 38 40, uma proteina R produzida na saliva
e no estdbmago®”, sendo esse complexo posteriormente
degradado pelas proteases pancreéticas com conseqliente
transferéncia da molécula de vitamina B12 para um fator
intrinseco gastrico (FI), uma glicoproteina de 44kDa pro-
duzida pelas células parietais do estomago. A ligacéo da
vitamina B12 ao Fl forma na mucosa um complexo que deve
resistir as enzimas proteoliticas da luz intestinal® %9 e que,
posteriormente, adere-se a receptores especificos das células
epiteliais do fleo terminal, onde a vitamina B12 é absorvida
e ligada a um transportador plasmatico e lan¢ada na circu-
lacao®™. Varias horas séo necessarias para a sua absorcéo.
O Fl néo € absorvido pelo intestino, sendo expelido sem
transformacdo®®® 38199 _ A vitamina B12, absorvida no ileo
terminal, é entdo ligada a Tc Il, adentra a circulacéo portal
e é distribuida para as células que expressam receptores
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Figura 1 - Estrutura da vitamina B12

especificos, os quais internalizam a vitamina na forma de
complexo Tc-vitamina B12¢.

Qualquer alteracdo no processo da absorcao leva a de-
ficiéncia de vitamina B12(1%, Na auséncia de Fl, a absor¢ado
da vitamina B12 é prejudicada e, finalmente, segue-se a
deficiéncia de vitamina. Numa deficiéncia relativamente
comum que ocorre mais em adultos, a falta de Fl esta
associada a atrofia gastrica e a deficiéncia de muitas outras
secrecdes gastricas. Ocorre ainda uma forma de deficiéncia
congénita onde falta apenas o fator intrinseco“?. Ambas
vao se traduzir em deficiéncia da vitamina e caracterizarao
uma patologia denominada anemia perniciosa, na qual
podem ser encontrados anticorpos anti-Fl e anticélulas
parietais®®.

Transportadores plasmaticos

No plasma, a vitamina B12 circula ligada as proteinas
transportadoras denominadas transcobalaminas, que séo
trés. A maior parte da vitamina B12 circula ligada a holo-
Hc? 3% 62 Uma outra porgao € transportada pela holo-Tc,
que representa aproximadamente 10% a 30% da fracéo cir-
culante de vitamina B12¢1:38:629) e uma pequena fracéo de
vitamina B12 circula ligada a transcobalamina Il (Tc [11)éD.

A holo-Hc é uma glicoproteina de transporte'” de, apro-
ximadamente, 120kDa, e, embora represente a maior fra-
¢do de vitamina B12 circulante, é considerada inerte porque
ndo existem receptores celulares para holo-Hc nas células®®
e por sua funcéo no organismo ser pouco conhecida" %9,

A holo-Hc é liberada no plasma pelos granulécitos, podendo
ocorrer redugdes de holo-Hc circulante por decréscimo da
massa total de granuldcitos®>“D. O aumento da massa de
granuldcitos na policitemia vera pode ser responsavel por
uma liberacao maior de holo-Hc, elevando os niveis séricos
de vitamina B121%) e podendo mascarar uma possivel
deficiéncia, j& que o aumento desta fracdo ndo representa
maior disponibilidade de vitamina B12 por parte das células.
Dessa forma, a holo-Hc assume importéncia clinica, pois sua
elevagdo produzira falsos aumentos de vitamina B12%. De
outro modo, diminui¢ces de holo-Hc podem levar a niveis
falsamente mais baixos de vitamina B12 sérica total, ndo
representando deficiéncia real, pois esta fracdo nao estd
disponivel para utilizacdo pelas células. Segundo Carmel™,
15% das baixas concentracdes de vitamina B12 ndo-expli-
cados foram associadas com baixa concentracdo de holo-
Hc. Esses resultados indicam que a deficiéncia de holo-Hc
poderia estar associada as causas comuns de baixa vitamina
B12@Y, A deficiéncia de holo-Hc nao leva as manifestacGes
caracteristicas da deficiéncia de vitamina B12¢D.

A holo-Tc, uma proteina de 43kDa®%, é produzida
por figado, macréfagos e ileo, e contém a fracdo
biologicamente ativa da cobalamina, pois promove a
entrada especifica da cobalamina em todas as células do
corpo@% 42 46,62,63,74,78) A holo-Tc plasmatica encontra-se em
um estado dinamico e pode diminuir devido a problemas
de ma absorcéo, deplecdo das reservas, danos hepatico e
renal® e por deficiéncia congénita®. A falta de holo-Tc
resulta em anemia megalobléstica severa na infancia, mas
0s niveis séricos de vitamina B12 poderdo estar normais
devido a valores mais elevados de holo-Hc“V.

Por representar a Unica fragéo acessivel as células, surgiu
interesse na possivel dosagem da holo-Tc, preferencial-
mente quanto as dosagens de vitamina B12 total no soro/
plasma® 6285 como um marcador precoce de deficiéncia
tecidual desta vitamina®® e um melhor indicador do balan-
¢o negativo de niveis de vitamina B12 intracelular®.

ATc Il é, provavelmente, uma isoproteina da holo-Hc,
nado-saturada com cobalamina e, portanto, menos carre-
gada. E liberada pelos granulécitos durante a coagulacio
in vitro e produzida por vérias células como fibroblastos,
macréfagos, enterdcitos, células renais, hepatdcitos, mu-
cosa gastrica e endotélio“?. A Tc lll ndo foi ainda estudada
quanto a sua funcdo. Talvez atue como um lixeiro de me-
tabdlitos inGteis e potencialmente perigosos anélogos da
vitamina B12 que circulam pelo sangue. Alguns estudos
sugerem que a Tc Il transporta B12 rapida e exclusivamente
para o figado®.
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Funcdes metabdlicas

A vitamina B12 é essencial em diversas reacdes bioqui-
micas na natureza, a maioria das quais implica redistribuicdo
de hidrogénios e de carbonos('®. No organismo humano
funciona como um co-fator essencial para duas enzimas:
metionina sintase e L-metilmalonil-coA mutase®-4570.77,91.93),
ambas direta ou indiretamente envolvidas no metabolismo
da homocisteina (Hcy) (Figura 2).

A metionina sintetase promove a metilacdo da Hcy a
metionina, tendo o 5-metiltetraidrofolato (5-MTHF) como
doador de grupamento metil e a metilcobalamina como
co-fator@449.¢8,77,100 Apds a metilagdo da Hcy, a metionina
formada é condensada com o trifosfato de adenosina (ATP),
resultando na S-adenosilmetionina (SAM). Em seguida, por
uma reacdo de desmetilacdo, forma-se a S-adenosil-homo-
cisteina (SAH) com posterior hidrélise para liberar adenosina
e Hcy, completando o ciclo@.

A metilacdo da Hcy serve para repor os estoques de SAM
quando a metionina dietética estiver em baixos niveis. A
SAM € o Unico doador de grupamentos metil para nume-
rosas reacOes de metilagdo, incluindo algumas essenciais
para a manutencdo da mielina®®. Assim, além do aumento
de Hcy, a deficiéncia de vitamina B12 causara diminuicdo
da SAM e conseqiente reducdo de importantes reacdes
de transmetilacdo do organismo®, provocando defeitos
desmielinizantes no sistema nervoso® '3,

Outro problema conseqiiente a interrup¢do da con-
versao de Hcy em metionina é que o 5-MTHF, doador de
grupamentos metil na reacdo, ndo pode ser convertido
em tetraidrofolato (THF) eficientemente, ocasionando um
seqiestro de folatos na forma 5-MTHF, ocorrendo, assim,
deficiéncias de outros metabdlitos dos folatos, como 0 5,10-
metilenotetraidrofolato, co-fator fundamental na sintese do
acido desoxirribonucléico (DNA)19. Desse modo, gerara
um defeito na sintese de DNA, dificultando a divisdo celular
na medula, enquanto que o écido ribonucléico (RNA) e a
sintese de componentes celulares permanecem inalterados,
produzindo macrocitose®V. Portanto, a interrupcédo da sin-
tese de DNA na deficiéncia de vitamina B12 é secundaria
ao transtorno no metabolismo dos folatos(?.

Quando ha deficiéncia de vitamina B12, a reacdo de
metilacdo ou remetilacdo da Hcy fica prejudicada e a
via de transulfuracdo representa a alternativa metabdlica
para a Hcy nos casos em que os niveis de metionina, por
quaisquer motivos, estejam elevados. Nesse caminho, a
Hcy combina-se com a serina para formar cistationina, em
reacdo catalisada pela cistationina-B-sintase®. Em uma
reacdo subseqtiente, a cistationina € hidrolisada para formar
cisteina e o-cetobutirato®®, ambas reacdes dependentes
de vitamina B6®? (Figura 2, etapa 4). Assim, altas concen-
tracdes de SAM estimulam a enzima cistationina-f-sintase,
facilitando a eliminacdo do excesso de Hcy e, consequen-
temente, de metionina®.

Aceptor

S{

/M ET
Proteinas
da dieta

(1) SMTHF

THF

SER

GLY

metilado SAH
Acepg% SER
HCY¥>

5,10-MTHF

CIS

CYs J’a -CBT  AA AG
0) N K

PRP-CoA

D-MM-CoA — MMA

SUC-CoA

Figura 2 - Reagdes envolvendo a vitamina B12 e sintese de Hcy e MMA. 1. Reagdo de metilagdo da homocisteina (metionina sintase); 2. doagdo de grupamentos metil; 3.
reagdo de isomerizagdo do metilmalonil-coA para succinil-coA (L-metil malonil-CoA mutase); 4. reagdes da via de transulfuragdo dependentes de vitamina B6 (cistationina-R-
sintase e cistationina-y-liase). SAM, S-adenosil metionina; SAH, S-adenosil homocisteina; CYS, cistationina; CIS, cisteina; o-CBT, a-cetobutirato; PRP-CoA, propionil-CoA; THF,
tetrahidrofolato; 5-MTHE, 5-metiltetrahidrofolato; 5,10-MTHE, 5,10 metileno tetrahidrofolato; AA, aminodcidos; AG, dcidos graxos [Herrmann et al., 2003 modificado]®
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Nesta rota de eliminacdo do excesso de Hcy é que
aparece a segunda enzima dependente de vitamina B12,
a L-metilmalonil-coA mutase, que faz a conversdo de me-
tilmalonil coenzima A para succinil coenzima A, tendo a
adenosilcobalamina como co-fator® 45 70,77, 91. 95 (Figura
2, etapa 3). Esta reacdo é de grande importancia na reu-
tilizacdo mitocondrial do propionil-coA, inclusive daquele
procedente da conversado do o-cetobutirato proveniente da
via de transulfuracdo da Hcy, para a obtencdo de energia
através da formac@o de ATP no ciclo de Krebs(?, ou envol-
vimento na sintese de porfirinas®> .

A deficiéncia de vitamina B12 impede esta reacdo
desviando o substrato para a formacdo de acido metilma-
[6nico (MMA)®9. Conseqlientemente, levara a aumentos
de MMA sang(iineo e urinario®'%>*¢) e também a elevacoes
de acido propidnico, produzindo acidose metabdlica®.
Uma reducédo completa do fluxo através da reacdo da me-
tilmalonil-coA mutase é discutida por sua contribuicao nos
conseq(lientes danos neuroldgicos associados a deficiéncia
de vitamina B12¢7,

Além das deficiéncias de vitaminas B12, outros fatores
podem levar a HHcy, como deficiéncia de folatos e de
vitamina B6, defeitos genéticos que afetam o funciona-
mento de algumas enzimas envolvidas nestes processos,
insuficiéncia renal crénica e alguns farmacos, como o
metotrexato” 9,

Manifestagoes clinicolaboratoriais

A deficiéncia assintomatica de vitamina B12 pode
ocorrer por longos periodos antes do aparecimento de
qualquer sinal ou sintoma clinico® 3%, desencadeando
uma deficiéncia crénica de vitamina B12 que, se mantida
durante anos, pode levar a manifestacdes neuropsiquidtricas
irreversiveis®,

As manifestacdes clinicas da deficiéncia de vitamina
B12 séo polimérficas, variando de estados mais brandos
até condicdes muito severas®. De uma maneira geral, é
uma desordem que se manifesta por um quadro classico
caracterizado por anemia megalobldstica associada a sinto-
mas neurolégicos® % 47.89 com freqliente aparecimento da
triade fraqueza, glossite e parestesias®® 1%. Porém, danos
neurolégicos podem ocorrer mesmo na auséncia de anemia
numa parcela consideravel de pacientes® %9,

As alteracdes hematoldgicas tipicas da deficiéncia
de vitamina B12 sdo caracterizadas por diminuicdo de
hemoglobina, caracterizando anemia, que tem como um

dos principais aspectos a presenca de macroovaldcitos,
neutrdfilos hiper-segmentados® °® e hipercelularidade na
medula 6ssea com maturacdo anormal®, representando
uma anemia megaloblastica. Podem-se observar também
baixas contagens plaquetarias® 8.

As manifestacGes neuroldgicas devem-se a danos
progressivos dos sistemas nervosos central e periférico®,
e tipicamente manifestam-se com polineurites, principal-
mente sensoriais, nas extremidades distais, ataxia e reflexo
de Babinski®©®. Além disso, sdo comuns relatos de déficits
de memodria, disfungdes cognitivas, deméncia'® 4. 88 e
transtornos depressivos® %,

Nos dltimos anos, estudos tém reconhecido a importan-
cia da deficiéncia de vitamina B12 no desenvolvimento de
danos neuroldgicos em criancas®?. As manifestacdes clinicas
em criangas tornam-se particularmente relevantes quando a
deficiéncia de vitamina B12 ocorre desde o nascimento, e os
danos sdo frequientemente mais acentuados do que aqueles
que ocorrem em criancas maiores ou adultos®?.

A deficiéncia de vitamina B12 em gestantes aumenta o
risco de malformacao fetal, ocasionando defeito no tubo
neural e constituindo-se numa das mais comuns alteracdes
congeénitas- 39,

Além dessas alteracdes, a sua deficiéncia contribui para
a HHcy, um fator de risco independente para aterosclero-
se1416,19,23,45,47,59) devido a sua associacdo com o aumento
da geracao de espécies reativas de oxigénio, da peroxidacdo
lipidica e do dano tecidual do endotélio vascular®® °% 02,
aumentando o risco de doencas cérebro e cardiovascula-
res(16.19.23,45,47_A Hcy € um aminoacido formado exclusiva-
mente a partir da desmetilacdo da metionina proveniente
da dieta ou de seu catabolismo“?, sendo sua elevacéao
plasmatica associada com doenca vascular prematura em
adultos%?, proposta como a explicagdo metabdlica para a
frequiente coexisténcia de HHcy e dano vascular e degene-
rativo no cérebro®® 7> e considerada um fator de risco para
deméncia® e transtornos depressivos®. Estudos in vitro e
em animais sugerem que a HHcy né@o apenas lesa o endo-
télio vascular, levando a aterosclerose e ao tromboembolis-
mo%), mas também promove a sintese de varias citocinas
pré-inflamatérias na parede arterial®@ 5'.83). A concentracéo
de Hcy plasmatica normalmente encontra-se entre 8 e
12uM. Contudo pequenas elevacdes (~ 5uM) no plasma
aumentam em 60% os riscos de doenca arterial coronariana
(DAC) para homens e até 80% para mulheres(.

A identificacdo da deficiéncia de vitamina B12 é im-

portante devido ao inapropriado tratamento com écido
félico, que corrige os sinais hematolégicos, mascarando a
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deficiéncia dessa vitamina, propiciando o desenvolvimento
de sintomas neuroldgicos® 2% através de provével acele-
racdo da desmielinizacdo neuronial® '*7% e permitindo
progressivos e irreversiveis danos neurolégicos™.

Pela gravidade que esta deficiéncia representa e pela
variedade de patologias associadas, faz-se necessario um
precoce e correto diagndstico laboratorial a fim de que se
previnam muitos dos transtornos que poderiam ser pro-
duzidos ou desencadeados pela auséncia de vitamina B12,
muitos deles irreversiveis“”.

Diagnostico da deficiéncia e

metodologias disponiveis

Nos Gltimos anos, busca-se desenvolver testes mais
eficientes para diagnosticar a deficiéncia de vitamina B12,
pois marcadores que representem melhor as concentracdes
intracelulares dessa vitamina acrescentam maior confianca
aos resultados, permitindo um diagnéstico precoce e uma
avaliacdo em pacientes assintomaticos ou aparentemente
saudaveis, os quais poderiam estar desenvolvendo im-
portante insuficiéncia funcional desta vitamina®® 224", O
conceito de deficiéncia de vitamina B12 foi expandido
além da anemia megaloblastica, passando-se a levar em
consideracdo também os danos neuroldgicos®. Isto se
tornou possivel com o aumento de sensibilidade dos testes
usados até entdo e pela introdugdo de novos marcadores da
deficiéncia de vitamina B12, como dosagem de transporta-
dores (holo-Tc)“* 6397, e de metabdlitos, como o MMA e
a Hey, que se elevam com a diminuicao da disponibilidade
de vitamina B12( 1819,

Desse modo, o diagnéstico da deficiéncia de vitamina
B12, que era embasado na presenca de sintomatologia
clinica e/ou anemia macrocitica associada a niveis baixos de
vitamina B12 sérica, passou a desempenhar um papel mais
amplo(18:20.22.52,69 principalmente pela atencéo dada a pa-
cientes assintomaticos. Nesses pacientes tem-se percebido
que deficiéncias significativas de vitamina B12 detectadas
por aumentos de MMA e Hcy podem ocorrer com certa
freqiiéncia, mesmo na auséncia de danos hematolégicos e
sem a necessidade de baixos niveis de vitamina B12 sérica
total®. A associacdo desses testes laboratoriais tem auxilia-
do a reconhecer e estudar estagios precoces, expandindo
a definicdo de deficiéncia de vitamina B1219),

Os testes para diagnosticar deficiéncia de vitamina
B12 variam largamente no que diz respeito a sensibilidade
e a especificidade®”. Dessa forma, muitas dificuldades
diagndsticas laboratoriais tém sido encontradas e ainda

nao se estabeleceu um consenso para um teste que fosse
considerado padrédo-ouro para o diagndstico dessa defi-
ciéncia(® 20:52 63,7890 _Entre os exames laboratoriais existem
os de rotina, como a vitamina B12 e Hcy séricas, e aqueles
mais destinados a pesquisa e/ou mais restritos a laboratérios
especializados, como a dosagem de holo-Tc e MMA.

Vitamina B12 sérica

Os niveis de vitamina B12 séricos sdo considerados
baixos quando sua concentracdo é inferior a 200pg/ml
(148pmol/I)% ¢V A medida de vitamina B12 sérica é o
teste mais comumente utilizado para diagnosticar deficién-
cia de vitamina B126 719 31.52,56,60) ' nor ter menor custo
e ser mais conhecida. Porém, a dosagem de vitamina
B12 sérica apresenta limitacdes de sensibilidade e muitas
controvérsias sobre sua especificidadet® 1% 45 52 56, 60, 69, 79),
Além disso, sofre influéncia direta das concentracdes de
proteinas ligantes (transcobalaminas), sendo, deste modo,
um indicador pobre dos niveis de vitamina B12 realmente
disponiveis para a célula®?. Falsos aumentos sdo causados
por desordens mieloproliferativas, e valores falsamente di-
minuidos podem ser encontrados na deficiéncia de folatos,
na gravidez e em deficiéncias de Tc® 22,

Segundo Lindenbaum et al.®®, os niveis séricos de
vitamina B12 encontram-se normais numa significativa
minoria de pacientes com deficiéncia desta vitamina e,
ainda, segundo esses autores, a medida de alguns meta-
bélitos da vitamina, como MMA e Hcy no soro, facilitaria a
identificacdo da deficiéncia nesses individuos®?.

Carmel et al." preconizam que, quando presentes
os sintomas clinicos da deficiéncia, em 97% dos casos 0s
niveis de vitamina B12 estdo abaixo dos valores de refe-
réncia (< 200ng/l; < 148pmol/l), demonstrando que este
teste ainda encontra utilidade quando aplicado a pacientes
sintomaticos(.

Mesmo que apresente limitacdes de especificida-
de(? 2247 e sensibilidade, nenhum outro substituto para
esta metodologia é ainda universalmente aceito? '?). Estudos
recentes utilizando os metabélitos MMA e Hcy confirmaram
que baixas concentracdes de vitamina B12 em pacientes
assintomaticos ou aparentemente saudaveis representavam
uma relevante insuficiéncia funcional dessa vitamina, e nao
um resultado falsamente diminuido como se pensava® 7,
Além disso, a correcdo de diversos problemas técnicos com
os radioensaios utilizados, a melhor definicdo do intervalo
de referéncia e a introducdo de ensaios mais sensiveis e
especificos utilizando imunoensaios, entre outros, tém
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conferido maior confiabilidade para detectar deficiéncias
de vitamina B12 em pacientes sintomaticos®®, embora
ndo exista método de consenso para dosagem de vitamina
B12 por apresentarem, os existentes, grandes variacdes de
desempenho entre si®V. Alguns dos métodos mais utilizados
incluem ensaios microbiol6gicos e radioisotopico®” 8, ci-
néticos® e, mais recentemente, imunoensaios por quimio-
luminescéncia@® 3379, radioimunoensaios®%”:7%8) ensaios
imunoenzimaticos“* *+°® imunoensaios fluorimétricos“®,
entre outros.

A holo-Tc, fracdo biologicamente ativa da vitamina
B1220.62,85,10M ‘passou a ter importancia em metodologias
que permitissem a sua dosagem, viabilizando um marcador
precoce de deficiéncia tecidual de vitamina B12, uma vez
que esta se encontra diminuida antes do aparecimento
de sinais e sintomas clinicos“* % e que seria um melhor
indicador do balanco negativo de niveis de vitamina B12
plasmatica®. Tisman et al.®” sugerem que a medida dos
niveis de holo-Tc poderia refletir melhor a disponibilidade
celular de vitamina B12 do que a dosagem dos niveis de
vitamina B12 sérica®.

A Tc insaturada, ou seja, aquela ndo ligada com vita-
mina B12, pode ser medida por cobalamina marcada, mas
medidas de Tc total ou de Tc com vitamina B12 sdo mais
complicadas®.

O principal problema para a utilizagdo da holo-Tc como
marcador de deficiéncia de vitamina B12, entre outros, é a
dificuldade em se encontrar um método adequado de dosa-
gem, pois esta representa apenas um terco da vitamina B12
circulante e, além disso, a maior parte da transcobalamina
circula insaturada com vitamina B12, na forma de apo-trans-
cobalamina‘®® 72, e a holo-Tc, quando ligada a vitamina B12,
precipita sob uma variedade de condices, entre as quais
altas concentracdes protéicas e baixos valores de pH®. O
desenvolvimento de métodos imunolégicos para a medida
de Tc também tem sido dificultado pelo fato de esta proteina
ser facilmente precipitada em solu¢ao?®. Soma-se a isso o
fato de apresentar um ciclo fisiolégico complexo e passivel
de ser afetado por diversos mecanismos patol6gicos ainda
ndo completamente compreendidos®. Em casos de insu-
ficiéncia renal e/ou hepaética, os niveis de holo-Tc circulante
podem ser afetados e, nessas circunstancias, nao devem ser
usados como marcadores dos niveis de vitamina B12¢ 3,

Entre os trabalhos publicados para a dosagem de holo-
Tc, freqlientemente a transcobalamina é separada de outra

proteina ligante de vitamina B12, a haptocorrina (Hc), antes
de quantificar a vitamina B12. Isso permite uma medida
direta da vitamina B12 ligada a holo-Tc"® ou um calculo
indireto de holo-Tc através da dosagem de vitamina B12 sé-
rica total subtraida da dosagem de vitamina B12 néo ligada
a holo-Tc® 1%, a qual se apresenta geralmente em maiores
concentragdes plasmaticas que a holo-Tc, favorecendo sua
dosagem®® 72, Uma das caracteristicas fundamentais que
minimizam a dificuldade de separacdo das duas proteinas
transportadoras é que a holo-Tc € uma proteina nao-glicada,
ao passo que a holo-Hc é uma glicoproteina®.

A separacdo entre holo-Tc e holo-Hc é feita através
de diferencas de adsorcdo dessas duas frac6es, usando-se
adsorventes como silica microfina® ¢ (com capacidade
de adsorver pequenas proteinas nao-glicosiladas, como a
holo-Tc Il, sem adsorver glicoproteinas como a holo-Hc)",
imunoadsor¢do ou cromatografia liquida, estes dois Gltimos
mais inviaveis©?. Alguns novos métodos para separar holo-
Tc tém solucionado muitos dos problemas técnicos. Ambos
utilizam um ensaio especifico com anticorpos anti-Tc4 9.
No trabalho de Ulleland et al.®®, a transcobalamina sérica
ou plasmatica é capturada e concentrada por anticorpo
monoclonal com alta afinidade imobilizada em microesferas
magnéticas; a vitamina B12 ligada a Tc é entdo liberada
e medida por um ensaio convencional para dosagem de
vitamina B12¢?. Em outro trabalho, Nexo et al." produ-
ziram particulas magnéticas ligadas com vitamina B12 e as
utilizaram para remover a transcobalamina livre (apo-Tc)
antes de uma quantificacdo de holo-Tc por enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA)74. Assim, eles evitaram a inter-
feréncia de elevadas concentracdes de apo-Tc na dosagem
de holo-Tc detectada em estudo prévio®.

Embora métodos mais modernos usando imunoensaios
venham sendo testados para uso comercial, ainda nao ha
aprovacdo para uso na rotina. Além do mais, a utilidade
clinica de holo-Tc ainda ndo foi validada completamente,
e o conhecimento dos fatores que influenciam seus niveis
ainda é limitado. Mesmo assim, sabe-se que holo-Tc pode
ser um marcador mais especifico e sensivel no diagnéstico
de deficiéncia de vitamina B12 do que a prépria determi-
nacado da vitamina B12 sérica®®, e os estudos continuam
em busca de uma metodologia mais apropriada.

O desenvolvimento de ensaios especificos para MMA
em urina, soro ou plasma tem viabilizado diagnosticar
insuficiéncia de vitamina B12¢% D e ainda tem tornado
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possivel diferencid-la da deficiéncia de folatos, ja que esta
dltima condicdo nao eleva o MMA®®,

Elevacdes do MMA ocorrem precocemente nas defi-
ciéncias de vitamina B12°" e representam alteracdes dos
niveis intracelulares desse metabdlito“?. A deficiéncia de
vitamina B12 ocorre quando niveis de MMA estéo supe-
riores a 0,4pumol/l no soro®, ou maiores que 3,2mmol/mol
de creatinina na urina para adultos®> e superiores a 20-
23mmol/mol creatinina em criangas®®.

O MMA é um indicador mais sensivel para diagnosticar
uma deficiéncia de vitamina B12 intracelular do que dosa-
gem de vitamina B12 sérica® '8 434752 ¢, entre os metabd-
litos, 0 MMA é freqiientemente considerado superior a Hcy
em relacdo a deteccdo da deficiéncia de vitamina B120(272,
por ser mais especifico e menos suscetivel a erros pré-
analiticos®?. Porém, ndo é um marcador completamente
especifico dos niveis de vitamina B12, porque a sua concen-
tracdo se eleva na insuficiéncia renal®*’®, na gravidez’®, nas
doencas da tiredide, em condi¢des de hemoconcentracédo
e no aumento intestinal de bactérias produtoras de acido
propidnico, precursor do MMA(Z 76,

Além disso, ha problemas analiticos que prejudicam seu
uso na rotina laboratorial, como a necessidade de cromato-
grafia gasosa associada a espectrometria de massa, que apre-
senta alto custo e necessidade de pessoal treinado, limitando
sua utilizacdo no diagnéstico laboratorial® 1936104,

O MMA é bioquimicamente mais estavel na urina do que
no soro/plasma, e esta 40 vezes mais concentrado®®. Além
do mais, a medida de MMA urinério é um método nao-
invasivo para utilizagdo em pediatria”®, triagens ou estudos
epidemioldgicos. Porém uma importante limitacdo desse
indice é o fato de que a excrecédo urinaria de MMA aumenta
significativamente apés a ingestdo de alimentos®® e nas
condicdes citadas para o MMA sérico, tendo sido reportados
frequientes problemas com resultados falso-positivos para
este indicador na urina?®. Dessa forma, o emprego de
dosagens urindrias ndo é ainda recomendado.

Hcy

A Hcy é um dos mais sensiveis indicadores de deficiéncia
de vitamina B12, pois aparece precocemente no decorrer
da deficiéncia, precedendo os sintomas clinicos® 8, Sa-
vage et al.® realizaram um estudo com 406 pacientes que
estavam sendo investigados para anemia megalobléstica,
quando constataram que 95,9% dos individuos apresen-
tavam elevacdes de Hcy sérica®.

Uma associacdo de MMA e Hcy poderia ser til devido a
possibilidade de diferenciagéo entre deficiéncia de vitamina
B12 e deficiéncia de folatos. O MMA estaré elevado apenas
na insuficiéncia de vitamina B12, enquanto a Hcy se eleva
na de vitamina B12 e também na de folatos®”. Savage et
al.®?, usando 434 pacientes com deficiéncia de vitamina
B12, constataram que 98,4% apresentaram elevacdes de
MMA e 95,9%, niveis de Hcy aumentados em até trés vezes
em comparacao com os controles. A deficiéncia de folatos foi
verificada em 123 individuos, e ,destes, 91% apresentavam
hiper-homocisteinemia e somente 12,2% aumento de MMA,
que foi atribuido a insuficiéncia renal e hipovolemia®”.

Além da deficiéncia de vitamina B12 e folatos, existem
outras situacdes em que ocorre uma Hcy, como deficién-
cia de vitamina B6, insuficiéncia renal® 4", deficiéncia de
cistationina sintase®” e nos erros inatos do metabolismo,
contribuindo para a baixa especificidade do teste. Deve-se
levar em consideracdo também que os intervalos de refe-
réncia da Hcy para diagnosticar deficiéncia de vitamina B12
ndo sdo ainda universalmente concordantes(® 29,

A Hcy pode ser dosada por métodos cromatografi-
cos, incluindo cromatografia gasosa com espectrometria
de massa, cromatografia de troca idnica, cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccéo por fluorescéncia
ou eletroquimica e eletroforese capilar ou por métodos
imunoldgicos, como enzima imunoensaio e imunoensaio
por fluorescéncia polarizada. Os principios de separacéo e
deteccdo variam de forma notével entre os métodos®?, o
que torna dificil uma padronizacéo, além do custo desses
testes que impedem sua utilizacdo na rotina laboratorial
e da enorme variabilidade na manipulacdo das amostras
necessarias para alguns desses métodos©?.

Conclusoes

A deficiéncia de vitamina B12 inibe a funcdo da metio-
nina sintase e da L-metilmalonil-coA mutase, gerando Hcy
e comprometendo as reagdes de metilacao que levardo ao
desenvolvimento de patologias principalmente cérebro e
cardiovasculares de diferentes graus de severidade, po-
dendo até mesmo tornarem-se irreversiveis. Além disso,
deficiéncias subclinicas da vitamina B12 podem contribuir
silenciosamente para problemas cardiacos e neurolégicos,
desde os de ordem sensoriais até os distdrbios psiquiétricos
e da aprendizagem.

Disfun¢des neuroldgicas isoladas podem ser o resultado
clinico da deficiéncia cronica de vitamina B12 mesmo sem
nenhum sinal de anemia®.
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Apesar da importancia dos quadros associados a essa
deficiéncia, o diagnéstico laboratorial ainda nédo é sim-
ples, embora novas metodologias e estratégias estejam
surgindo nos ultimos anos. Um diagndstico correto e
precoce de deficiéncia de vitamina B12, principalmente
nos casos subclinicos, representa ainda um desafio.
Muitos estudos para o diagnéstico da deficiéncia séo
realizados por diferentes metodologias, o que torna

muito dificil estabelecer comparacdes apropriadas entre
os diferentes estudos.

A utilizacdo com cautela das dosagens de MMA e Hcy pode
ser uma alternativa para o diagnéstico precoce da deficiéncia
de vitamina B12. Outra possibilidade que futuramente podera
ser utilizada é a dosagem de holo-Tc, diferenciando-se a vitami-
na B12 realmente ativa e disponivel da total. Porém, para isso,
novas pesquisas metodoldgicas deverdo ser desenvolvidas.
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