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RESUMO

Introducdo: A vitamina B12 é uma vitamina hidrossol Gvel, ndo sintetizada pelo organismo humano,
presente em alimentos de origem animal. Sua deficiéncia é muito fregiente entre idosos, vegeta-
rianos, individuos que adotam uma baixa dieta protéica ou apresentam problemas de absorcdo
gastrintestinal. Fisiopatologia: A deficiéncia de vitamina B12 leva a transtornos hematol 6gicos,
neurol6gicos e cardiovasculares, principalmente, por interferir no metabolismo da homocisteina
(Hcy) e nas reagcdes de metilagdo do organismo. Muitas vezes, a deficiéncia pode permanecer
assintomatica por longos periodos, desencadeando uma deficiéncia crénica que, se mantida, pode
levar a manifestacBes neurolOgicas irreversiveis. Metodologias: Metodologias eficientes que
permitam um diagnostico precoce sdo imprescindiveis. Porém, um método considerado “padréo
ouro” ainda ndo é consensual. A dosagem sérica de vitamina B12 sofre algumas restrices 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 nivels de
vitamina B12 sérica sem, contudo, apresentar baixos niveis da fragdo de vitamina realmente
disponivel para as células e sem apresentar sintomatologia. Novas aternativas vém surgindo, como
a dosagem de transcobalamina I, a Unica fragdo de vitamina B12 disponivel para as células ou a
dosagem de acido metilmaldnico e Hey, metabdlitos que aumentam quando ocorre diminuigdo de
vitamina B12 intracelular. Estes testes apresentam algumas vantagens, mas também limitagdes
importantes para uso rotineiro. Conclusdo: Em casos subclinicos, um diagndstico correto e precoce
representa ainda um desafio e futuros estudos sdo necessarios para definir um método padrdo para
diagnoddtico laboratorial da deficiéncia de vitamina B12.

ABSTRACT

Introduction: The vitamin B12 is a water soluble vitamin, not synthetized by humans organisms,
found in foods 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) 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. 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 norma range or, in another way,
occurring low levels of serum vitamin B12 without, however, show low levels of vitamin B12
fraction really available for the cells and without to show symptoms. New alternatives come
appearing, as the transcobalamin 1l measurement, the only vitamin B12 fraction available for the
cells or the methylmalonic acid and Hcy measurement, metabolic that increasing when intracel lular
vitamin B12 decreasing. 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.

Palavras-chave: vitamina B12, diagndstico, soro, transcobalaminas, hiper-homo-
ciseinemia, &cido metilmal dnico

Key-words: vitamin B12, diagnosis, serum, transcobalamins, hyperhomocystei-
nemie, methylmalonic acid.
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1. INTRODUCAO

A vitamina B12, ou cianocoba amina faz parte de uma familia de compostos deno-
minados genericamente de cobalaminas [*®. E uma vitamina hidrossoltivel, sintetizada ex-
clusivamente por microrganismos *¥, encontrada em praticamente todos os tecidos animais
e estocada primariamente no figado na forma de adenosilcobalamina*?. A fonte natural de
vitamina B12 na dieta humana restringe-se a alimentos de origem animal [ 42 46 47. 64
especialmente leite, carne e ovos ¥ 4.

Em paises industrializados, estudos epidemiol 6gicos mostraram umaprevaénciada
deficiéncia de vitamina B12 na populacéo geral proxima a 20% (5-60% conforme a defi-
nicdo de deficiéncia de vitamina usada no estudo). Em paises em desenvolvimento como
india, México e Guatemala, foi verificada uma ata prevaéncia de deficiéncia de vitamina
B12 em gestantes, lactantes e criangas em periodo de amamentaczo (. Além disto, estudos
com criangas maiores, ndo lactentes, no México e Venezuela demonstraram que 33-52%
dos individuos deste grupo apresentavam baixos niveis plasméticos de vitamina B12 (%29,

A deficiéncia desta vitamina pode ocasionar transtornos hematoldgicos, neuro-
l6gicos e cardiovasculares [ e esta diretamente relacionada com a hiper-homocisteinemia
(HHcy) ", um fator independente de risco cardiovascular [ 16 19 23.%.47. 59 & de danos
neuronais [*> %, Desta forma, o diagnéstico precoce da deficiéncia de vitamina B12 é de
grande importancia para evitar danos patologicos irreversiveis. Entretanto, inexiste uma

[20, 52, 69, 78]

metodologia laboratorial considerada adequada , J& que as possibilidades meto-

dolégicas disponiveis apresentam, dentre outros, problemas de sensibilidade e de
e$a:I.':Ic:ldwe [45, 52, 55, 60, 69, 79].

Devido a estes aspectos, esta deficiéncia deve ser considerada como um importante
problema de salide publica, principalmente entre pessoas idosas e individuos que adotam

uma dieta estritamente vegetariana (vegans) [** 7 %,

2.HISTORICO

No inicio de 1920, Minot e Murphy demonstraram poder curar a anemia perniciosa,
uma doenca anteriormente incuravel, adotando uma dieta & base de figado ), o que au-
mentou em mais que o dobro a contagem de células vermelhas dos pacientes em um més

89 Em 1945, um principio ativo, efetivo como antianémico, foi concentrado a partir de
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tecido hepético. Lester Smith e Folkers, em 1947, cristalizaram o principio ativo do extrato
hepatico envolvido na regressio da anemia e denominaram-no como Vvitamina B12,

descrevendo-o como sendo um composto cianidrico contendo um &tomo de cobalto .

3.QUIMICA

A vitamina B12 tem um peso molecular de 1,355 kDa. O termo vitamina B12 é
atribuido a uma familia de substancias compostas por um anel tetrapirrolico circundando
um atomo central de cobalto, um grupo nucleotidico, que consiste da base 5,6-dimetil-
benzimidazol e uma ribose fosforilada esterificada com 1-amino, 2-propanol % 4 9
(Fig.1). O nome do grupo € cobalamina, e ele pode apresentar diferentes ligantes cada um
conferindo um nome diferente: metil (metilcobalamina); hidroxil (hidrocobalamina); &gua
(aguacobdamina); cianeto (cianocobalamina) e S-deoxiadenosina (deoxiadenosilcobal a-
mina). Quimicamente, o termo vitamina B12 refere-se a hidroxicobalamina ou ciano-
cobalamina, ainda que genericamente este termo seja aplicado para todas as formas de
cobaamina. A forma predominante no soro € ametilcobalamina e a forma predominante no
citosol é a adenosilcobalamina > %, Muitos ensaios de vitamina B12 medem todas estas
formas ap6s conversd em cianocobalamina *, a qua é a forma manufaturada pela
industria[47].

A vitamina B12, quando em solugdo, é termoestavel, mas sofre decomposicdo pela
acéo daluz e dos dlcalis !,

4. ABSORCAO

A vitamina B12 é liberada pela digestéo de proteinas de origem animd e é entdo
capturada pela haptocorrina (também denominada transcobalamina | ou holo-Hc) 33 4€,
uma proteina R produzida na saliva e no estdmago “”!, sendo este complexo posteriormente
degradado pelas proteases pancredticas com conseguente transferéncia da molécula de
vitamina B12 para um fator intrinseco gastrico (FI), uma glicoproteina de 44 kDa produzida
pelas células parietais do estdbmago. A ligacéo davitamina B12 ao FI forma na mucosa um
complexo que deve resistir s enzimas proteoliticas da luz intestina ™ % e que, posterior-
mente, se adere a receptores especificos das células epiteliais do ileo termina, onde a vita-

mina B12 é absorvida e ligada a um transportador plasmético e lancada na circulacdo ™.
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Vérias horas s80 necessérias para a sua asor¢cdo. O Fl ndo é absorvido pelo intestino e é
expelido sem transformaggo 1% % 1% A vitamina B12, absorvida no fleo terminal, é entdo
ligada a transcobalamina 11, adentra a circulagdo porta e é distribuida para as células que
expressam receptores especificos, os quais internalizam a vitamina na forma de complexo

Tc-vitaminaB12 [,

HO

Fig. 1. Estruturadavitamina B12.

Qualquer alteracdo no processo da absorcéo leva a deficiéncia de vitamina B12 %%,
Na auséncia de FI, a absor¢do 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 FI esta associada a atrofia gastrica e a deficiéncia de muitas outras
secregdes gastricas. Ocorre ainda uma forma de deficiéncia congénita onde fata apenas o
fator intrinseco . Ambas v&o traduzir-se em deficiéncia da vitamina e caracterizardo uma
patologia denominada anemia perniciosa, na qual podem ser encontrados anticorpos anti-Fl

e anticorpos anti-células parietais [*¥.

5. TRANSPORTADORESPLASMATICOS
No plasma, a vitamina B12 circula ligada as proteinas transportadoras denominadas
transcobalaminas (Tc¢), que sdo trés. A maior parte da vitamina B12 circula ligada a holo-

Hc 12038 % Uma outra parte é transportada pela holo-Tc, que representa gproximadamente
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10 a 30% da fracdo circulante de vitamina B12 B % 62 % o yma pequena fracdo de
vitamina B12 circulaligada a transcobalamina 11 1.

A holo-Hc é uma glicoproteina de transporte * de, aproximadamente, 120 kDa
e, embora represente a maior fragdo de vitamina B12 circulante, € considerada inerte
porque ndo existem receptores celulares para holo-Hc nas células ! e sua funcéo no
organismo é pouco conhecida ™ *). A holo-Hc é liberada no plasma pelos granulécitos e
podem ocorrer reducbes de holo-Hc circulante por decréscimo da massa tota de
granulécitos % *3. O aumento da massa de granuldcitos na policitemia vera pode ser
responsavel por uma liberagdo maior de holo-Hc elevando os niveis séricos de vitamina
B12 1% podendo mascarar uma possivel deficiéncia, ja que o aumento desta fragdo néo
representa maior disponibilidade de vitamina B12 por parte das células. Desta forma, a
holo-Hc assume importéncia clinica, pois sua elevacdo produzira falsos aumentos de
vitamina B12 ®®. De outro modo, diminuicdes de holo-Hc podem levar a niveis fal samente
mais baixos de vitamina B12 sérica total, ndo representando deficiéncia real, pois esta
fracdo ndo esté disponivel para utilizagdo pelas células. Segundo Carmel, 2003, 15% das
baixas concentragbes de vitamina B12 n&o explicadas foram associadas com baixa
concentracdo de holo-Hc. Estes resultados indicam que a deficiéncia de holo-Hc poderia
estar associada as causas comuns de baixa vitamina B12 Y. A deficiéncia de holo-Hc n&o
leva & manifestacBes caracteristicas da deficiénciade vitaminaB12 (Y.

A holo-Tc, uma proteina de 43 kDa ®¥, é produzida pelo figado, macréfagos e ileo
[1% e contém a fraco biologicamente aiva da cobalamina, pois promove a entrada
especifica da cobalamina em todas as células do corpo (% 4% 46 62 8. 74 78 " A holo-Tc
plasmética encontra-se em um estado dinamico e pode diminuir devido a problemas de ma
absorcao, deplecdo das reservas, danos hepético e rend '® e por deficiéncia congénita!®.
A fatade holo-Tc resulta em anemia megaloblastica severa nainfancia, mas os niveis séri-
cos de vitamina B12 poderdo estar normais devido aniveis mais elevados de holo-Hc Y.

Por representar a Unica fragdo acessivel as células, surgiu interesse na possivel
dosagem da holo-Tc, preferencialmente as dosagens de vitamina B12 total no soro/plasma
[20.62. 8] ' como um marcador precoce de deficiéncia tecidual desta vitamina!® e um melhor
indicador do balanco negativo de niveis de vitamina B12 intracelular .
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A transcobalamina lll €, provavelmente, uma isoproteina da holo-Hc, ndo saturada
com cobalamina e, portanto, menos carregada. E liberada pelos granuldcitos durante a
coagulagcdo in vitro e produzida por vérias células como fibroblastos, macrofagos,
enterécitos, células renais, hepatécitos, mucosa géstrica e endotélio [*Y. A transcobalamina
Il ndo foi ainda estudada quanto a sua fungdo. Tavez, atue como um “lixeiro” de
metabolitos indteis e potencialmente perigosos ana ogos da vitamina B12 que circulam pelo
sangue. Alguns estudos sugerem que transcobalamina Ill transporta B12 rgpida e

exclusivamente para o figado 1.

6. FUNCOESMETABOLICAS

A vitamina B12 € essencia em diversas reagdes bioquimicas na natureza, a maioria
das quais implicam redistribuicdo de hidrogénios e de carbonos 1% 'No organismo humano
funciona como um cofator essencial para duas enzimas: metionina sintase e L-metilmalonil-
coA mutase [0 4% 70 7791 %3] “amhas direta ou indiretamente envolvidas no metabolismo da
homocisteina (Hcy) (Fig. 2).

A metionina sintetase promove a metilagdo da Hcy a metionina, tendo 5-metil-
tetrahidrofolato (5-MTHF) como doador de grupamento metil e metilcobalamina como
cofator [24 4. 68.77. 100 - Ap4s metilagdo da Hey, a metionina formada é condensada com
ATP e forma S-adenosilmetionina (SAM). Em seguida, por uma reacéo de desmetilacéo
forma-se S-adenosilhomocisteina (SAH) com posterior hidrélise para liberar adenosina e
Hcy, completando o ciclo %,

A metilagdo da Hcy serve para repor os estoques de SAM quando a metionina
dietética estd em baixos niveis. A SAM é o0 Unico doador de grupamentos metil para
numerosas reagoes de metilagdo incluindo algumas essenciails para a manutencdo da
mielina ™. Assim, aém do aumento de Hcy, a deficiéncia de vitamina B12 causara
diminuicdo da SAM e consequente reducéo de importantes reagdes de transmetilagdo do
organismo '*¥, provocando defeitos desmielinizantes no sistema nervoso %,

Outro problema conseguiente da interrupcéo da conversdo de Hcy a metionina é que
0 5-MTHF, doador de grupamentos metil na reacdo, ndo pode ser convertido a tetrahidrofo-
lato (THF) eficientemente, ocasionando um “sequiestro” de folatos na forma 5-MTHF, o-

correndo assim, deficiéncias de outros metabdlitos dos folatos como o 5,10-metilenote-
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trahidrofolato, cofator fundamental na sintese do &cido desoxirribonucléico (DNA) M2,
Deste modo, gerara um defeito na sintese de DNA dificultando a divisdo celular na medula,
enguanto que o acido ribonucléico (RNA) e a sintese de componentes celulares perma
necem inaterados, produzindo macrocitose Y. Portanto, a interrupcéo da sintese de DNA
na deficiénciade vitamina B12 é secundéria ao transtorno no metabolismo dos folatos %,

Quando h& deficiéncia de vitamina B12, a reacdo de metilagdo ou remetilacdo da
Hcy fica prejudicada e a via de transulfuragcdo representa a alternativa metabdlica para a
Hcy nos casos em que 0s niveis de metioning, por quaisquer motivos, estejam elevados.
Neste caminho, a Hcy combinase com a serina para formar cistationing, em reacéo
catdisada pela cistationina-b-sintase . Em uma reaco subseqiiente, a cistationina é
hidrolisada para formar cisteina e a-cetobutirato ™, ambas reacdes dependentes de
vitamina B6 ¥ (Fig 2, etapa 4). Assim, altas concentragdes de SAM estimulam a enzima
cistationina-b-sintase, facilitando a eliminagdo do excesso de Hcy e, conseqientemente de
metionina .

Nesta rota de eliminagcdo do excesso de Hcy € que aparece a segunda enzima
dependente de vitamina B12, a L-metilmalonil-coA mutase, que faz a converséo de
metilmalonil coenzima A para succinil coenzima A, tendo adenosilcobalamina como
cofator 10 45 70 70 9L 99 (Fig 2 etgpa 3). Esta reagdo é de grande importdncia na
reutilizagdo mitocondria de propionil-coA, inclusive daguele procedente da conversdo do
a-cetobutirato proveniente da via de transulfuragdo da Hcy, para a obtencdo de energia
através da formagao de ATP no ciclo de Krebs %, ou envolvimento na sintese de porfirinas
[45, 69].

A deficiéncia de vitamina B12 impede esta reacdo desviando o substrato para a
formagdo de 4cido metilmaénico (MMA) . Consegiientemente, levara a aumentos de
MMA sangiiineo e urinério 1% %> % e também elevactes de &cido propidnico, produzindo
acidose metabdlica®. Uma redugéo completa do fluxo através da reagdo da metilmalonil-
COA mutase é discutida por sua contribuicdo nos conseqlientes danos neurologicos
associados a deficiénciade vitamina B12 147,

Além das deficiéncias de vitaminas B12, outros fatores podem levar a HHcy, como

a deficiéncia de folatos, de vitamina B6, defeitos genéticos que afetam o funcionamento de
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algumas enzimas envolvidas nestes processos, insuficiéncia renal crénica e alguns

farmacos, como metotrexato X%,
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Fig. 2. Reagdes envolvendo a vitamina B12 e sintese de Hcy e MMA.. 1. Reagdo de metilagdo da
homocisteina (metionina sintase); 2. Doacd de grupamentos metil; 3. Reagdo de isomerizacdo do
metilmalonil-coA para succinil-coA (L-metil malonil-CoA mutase); 4. Reagbes da via de transulfuracéo
dependentes de vitamina B6 (cigtationina-b-sintase e cistationina-g-liase ). SAM, S-adenosil metioning;
SAH, S-adenosil homocisteing; CYS, cistationing; CIS, cisteina; o-CBT, o- cetobutirato; PRP-COA,
propionil-CoA; D-MM-CoA, D-metil maonil-CoA; L-MM-CoA, L-metil malonil-CoA; SUC-CoA, succinil-
CoA; THF, tetrahidrofolato; 5-MTHF, 5-metiltetrahidrofoleto; 5,10-MTHF, 5,10 metileno tetrahidrofolato;
AA, amino&cidos; AG, &cidos graxos [Herrmann et al, 2003 modificado] [**.

7.MANIFESTACOESCLIiNICO-LABORATORIAIS
A deficiéncia assintomética de vitamina B12 pode ocorrer por longos periodos antes

o [ % desencadeando uma

do aparecimento de qualquer sina ou sintoma clinic
deficiéncia cronica de vitamina B12, que, se mantida durante anos, pode levar a
manifestacBes neuropsiquiétricas irreversiveis .

As manifestagOes clinicas da deficiéncia de vitamina B12 sdo polimorficas, varian-

do de estados mais brandos até condicdes muito severas [?. De uma maneira gera, é uma
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desordem que se manifesta por um quadro classico caracterizado por anemia mega
loblastica associada a sintomas neurolégicos [ 1% 47 1 com freqiiente aparecimento da tria-
de fraqueza, glossite e parestesias ! ™. Porém, danos neurolégicos podem ocorrer mesmo
na auséncia de anemia em uma parcela consideravel de pacientes °> 9.

As dteragbes hematolOgicas tipicas da deficiéncia de vitamina B12 sdo caracte-
rizadas por diminuicdo de hemoglobina, caracterizando anemia, que tem como um dos
principais aspectos a presenca de macro-ovaldcitos, neutrdfilos hipersegmentados [ % e
hipercelularidade na medula 6ssea com maturacéo anormal ¥, representando uma anemia
megalobl astica. Podem-se observar também baixas contagens plaguetérias * &

As manifestagdes neuroldgicas devem-se a danos progressivos do sistema nervoso
centrd e periférico [* e tipicamente manifestam-se com polineurites, principamente
sensoriai's has extremidades distais, ataxia e reflexo de Babinski 9. Além disso, sd0 comuns
relatos de déficits de memoria, disfuncdes cognitivas, deméncia ** ** 8 e transtornos de-
pressivos (8 %),

Nos ultimos anos, estudos tém reconhecido aimportancia da deficiénciade 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 freglientemente mais acentuados do que aqueles
que ocorrem em criancas maiores ou adultos 134,

A deficiéncia de vitamina B12 em gestantes aumenta o risco de malformagdo fetal
ocasionando defeito no tubo neural, constituindo-se em uma das mais comuns alteragbes
congénitas %4,

Além dessas alteracOes, a sua deficiéncia contribui para a HHcy, um fator de risco
independente para aterosclerose ' 1 19 23.45.47. 58] qevido a sua associagio com o aumento
da geracdo de espécies reativas de oxigénio, da peroxidacdo lipidica e do dano tecidua do
endotélio vascular ** %% aymentando o risco de doencas cérebro e cardiovascul ares 16
23,4541 A Hcy é um aminoécido formado exclusivamente a partir da desmetilacéo da

(71

metionina proveniente da dieta ou de seu catabolismo ', sendo sua elevacéo plasmética

associada com doenca vascular prematura em adultos %

, proposta como a explicacéo
metabolica para a freqlente coexisténcia de HHcy e dano vascular e degenerativo no

cérebro * ™ e considerada como um fator de risco para deméncia [*”! e para transtornos

10
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depressivos *. Estudos in vitro e em animais sugerem que a HHcy ndo apenas lesa o
endotélio vascular, levando & aterosclerose e a0 tromboembolismo "%, mas também
promove a sintese de Vérias citocinas pro-inflamatdrias na parede arteria 2 5 8 A
concentracdo de Hcy plasmatica norma mente encontra-se entre 8 e 12 nM. Contudo, pe-
guenas elevagdes (~5 nM) no plasma aumentam os riscos de doenga arterial coronariana
em 60% para homens e até 80% para mulheres .

A identificagdo da deficiénciade vitamina B12 é importante devido ao inapropriado
tratamento com acido félico que corrige os sinais hematoldgicos, mascarando a deficiéncia
de vitamina B12 e propiciando o desenvolvimento de sintomas neuroldgicos ' 24 através

de provavel aceleracdo da desmielinizacgo neurona [© 3 ™

, permitindo progressivos e
irreversiveis danos neurolégicos 1%,

Pela gravidade que esta deficiéncia representa e variedade de patologias associadas,
faz-se necessario um precoce e correto diagnostico laboratorial a fim de que se previna
muitos dos transtornos que poderiam ser produzidos ou desencadeados pela deficiéncia de

vitamina B12, muitos deles irreversiveis 7.

8. DIAGNOSTICO DA DEFICIENCIA E METODOL OGIAS DISPONIVEIS

Nos ultimos anos, busca-se desenvolver testes mais eficientes para diagnosticar
deficiéncia de vitamina B12, pois marcadores que representem melhor as concentragbes
intracelulares desta vitamina, acrescentam maior confianga nos resultados, permitindo um
diagnéstico precoce e uma avaiagdo em pacientes assintométicos ou aparentemente
saudavels, os quais poderiam estar desenvolvendo importante insuficiéncia funciona desta
vitamina*® 2 41 O conceito de deficiénciade vitaminaB12 foi expandido além da anemia
megalobléstica, passando-se a levar em consideracdo também os danos neuroldgicos 9.
Isto se tornou possivel com o aumento de sensibilidade dos testes usados até entéo e pela
introducdo de novos marcadores da deficiéncia de vitamina B12, como dosagem de
transportadores (holo-Tc) [* ¢ °7 e de metabdlitos como 0 MMA e Hey que se elevam
com adiminuicao dadisponibilidade de vitaminaB12 [° 18 29,

Deste 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

18, 20, 22, 52, 69
o! ]

vitamina B12 <érica, passou a desempenhar um papel mais ampl , princi-
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palmente pela atencdo dada a pacientes assintomaticos. Nestes pacientes, tem se percebido
gue deficiéncias significantes de vitamina B12, detectadas por aumentos de MMA e Hcy
podem ocorrer com certa freqliéncia, mesmo na auséncia de danos hematol 6gicos e sem a
necessidade de baixos niveis de vitamina B12 érica total . A associacio destes testes
laboratoriais tem auxiliado a reconhecer e estudar estédgios precoces, expandindo a
definicéo de deficiéncia de vitaminaB12 8.

Os testes para diagnosticar deficiéncia de vitamina B12 variam largamente no que
diz respeito & sensibilidade e a especificidade . Desta forma, muitas dificuldades
diagnésticas laboratoriais tém sido encontradas e ainda ndo se estabeleceu um consenso
para um teste que fosse considerado “padrdo ouro” para o diagnéstico desta deficiéncia [®
20,5263, 78, 91 Dentre os exames |aboratoriais, existem os de rotina como a vitamina B12 e
Hcy séricas e agueles mais destinados a pesguisa €/ou mais restritos a laboratérios
especializados, como adosagem de holo-Tc e MMA.

8.1 Vitamina B12 sérica

Os niveis de vitamina B12 séricos sdo considerados baixos quando sua concentragdo
for inferior a 200 pg/mL (148 pmol/L) [* % %4 A medida de vitamina B12 sérica é o teste
mais comumente utilizado para diagnosticar deficiéncia de vitamina B12 [ 7 19 31 52,5660
por ter menor custo e ser mais conhecida ™. Porém, a dosagem de vitamina B12 <rica
apresenta limitacdes de sensibilidade e muitas controvérsias sobre sua especificidade >
%, 52,5660, 9. 79 " A|ém dlisso, sofre influéncia direta das concentracdes de protefnas ligantes
(transcoba aminas), sendo, deste modo, um indicador pobre dos niveis de vitamina B12
redmente disponiveis para a célula 2. Falsos aumentos s3 causados por desordens
mieloproliferativas e valores falsamente diminuidos podem ser encontrados na deficiéncia
de folatos, gravidez e deficiéncias de transcobal amina® %2,

Segundo Lindenbaum et al, 1990, os niveis séricos de vitamina B12 encontram-se
normais em uma significante minoria de pacientes com deficiéncia desta vitamina e ainda,
segundo estes autores, a medida de alguns metabdlitos da vitamina, como MMA e Hcy ho
soro, facilitariam aidentificacéo da deficiéncia nesta parcelade pacientes [®.

Camel et al, 2003, preconizam que, quando presentes os sintomas clinicos da

deficiéncia, em 97% dos casos, os valores de vitamina B12 estdo abaixo dos valores de
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referéncia (<200 ng/L; <148 pmol/L), demonstrando que este teste ainda encontra utilidade
quando aplicado a pacientes sintométicos 1%

Mesmo que apresente limitacSes de especificidade ' 2 *) e sensibilidade, nenhum
outro substituto para esta metodologia é ainda universalmente aceito ! . Estudos recen-
tes, utilizando os metabdlitos MMA e Hcy confirmaram que baixas concentracbes de
vitamina B12 em pacientes assintomaticos ou gparentemente saudaveis representavam uma
relevante insuficiéncia funciona desta vitamina e ndo um resultado falsamente diminuido
como se pensava '® #1. Além disto, a correcéo de diversos problemas técnicos com os
radioensaios utilizados, a melhor definicdo do intervalo de referéncia e introducdo de
ensalos mais sensiveis e especificos utilizando imunoensaios, entre outros, tem conferido
maior confiabilidade para detectar deficiéncias de vitamina B12 em pacientes sintomaticos
53 embora ndo exista método de consenso para dosagem de vitamina B12 por
apresentarem grandes variagbes de desempenho entre s Y. Alguns dos métodos mais
utilizados incluem ensaios microbioldgicos, ensaios radioisotdpicos " 8 métodos
cinéticos ® e, mais recentemente, imunoensaios por quimioluminescéncia 2 % 78,
radioimunoensaios %2 5" ™ 8 " ensgjos imunoenziméticos ** % % imunoensaios fluori-

métricos“®, entre outros.

8.2Holo-Tc

A holo-Tc, fracgo biologicamente ativa da vitamina B12 [ %2 8 10U nassoy a ter
importancia em metodologias que permitissem a sua dosagem, viabilizando um marcador
precoce de deficiéncia tecidua de vitamina B12, uma vez que esta se encontra diminuida
antes do aparecimento de sinais e sintomas clinicos 1 % e seria um melhor indicador do
bal anco negativo de niveis de vitamina B12 plasmética ™). Tisman et al, 1993, sugerem que
a medida dos niveis de holo-Tc poderia refletir melhor a disponibilidade celular de
vitamina B12 que a dosagem dos niveis de vitamina B12 sérica®”.

Transcobaamina insaturada, ou sgja, aquela ndo ligada com vitamina B12 pode ser
medida por cobaamina marcada, mas medidas de transcobalamina total ou de
transcobal amina saturada com vitamina B12 sdo mais complicadas 9
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
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dosagem, pois esta representa apenas 1/3 da vitamina B12 circulante e, além disto, a maior
pate da transcobalamina circula insaturada com vitamina B12, na forma de apo-
transcobalamina ®® ™, e a holo-Tc quando ligada & vitamina B12 precipita sob uma varie-
dade de condicBes entre as quais atas concentragdes protéicas e baixos valores de pH 4. O
desenvolvimento de métodos imunol 6gicos para a medida de transcobal amina tem também
sido dificultado pelo fato desta proteina ser facilmente precipitada em solucgo [, Soma-se
aisto, o fato de gpresentar um ciclo fisiologico complexo e passivel de ser afetado por
diversos mecanismos patoldgicos ainda ndo completamente compreendidos . Em casos
de insuficiéncia rena e/ou hepatica os niveis de holo-Tc circulante podem ser afetados e
nestas circunstancias ndo devem ser usados como um marcador dos niveis de vitamina B12
[42, 63].

Entre os trabalhos publicados para a dosagem de holo-Tc, freglentemente a
transcobal amina € separada de outra proteina ligante de vitamina B12, a haptocorrina (Hc),
antes de quantificar avitaminaB12. Isto permite uma medidadiretadavitamina B12 ligada
aholo-Tc [ ou um célculo indireto de holo-Tc através da dosagem de vitamina B12 sérica
total subtraida da dosagem de vitamina B12 ndo ligada a holo-Tc 18 %Y a qual se apresenta
gera mente em maiores concentrages plasmaticas que a holo-Tc favorecendo sua dosagem
6674 ' Uma das caracteristicas fundamentais que minimiza a dificuldade de separacéo das
duas proteinas transportadoras é que a holo-Tc € uma proteina ndo glicada ao passo que a
holo-Hc é uma glicoproteina ™.

A separacdo de holo-Tc da holo-Hc é feita através de diferencas de adsor¢cdo destas
duas fragdes, usando adsorventes como silica microfina ®* ! (com capacidade de adsorver
pequenas proteinas ndo glicosiladas como aholo-Tc |1, sem adsorver glicoproteinas como a
holo-Hc) ™, imunoadsorcdo ou cromatografia liquida, estes dois Ultimos mais inviaveis
(20~ Alguns novos métodos para separar holo-Tc tém solucionado muitos dos problemas
técnicos. Ambos utilizam um ensaio especifico com anticorpos anti-Tc ™ %, No trabalho
de Ulleland et al, 2002, a transcobalamina (Tc) sérica ou plasmatica é capturada e
concentrada por anticorpo monoclonal com ata afinidade imobilizado 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 trabaho, Nexo et al, 2002,

produziram particul as magnéticas ligadas com vitamina B12 e as utilizaram para remover a
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transcobalamina livre (apo-Tc) antes de uma quantificagio de holo-Tc por ELISA 74,
Assim, eles evitaram a interferéncia de elevadas concentraces de apo-Tc na dosagem de
holo-Tc detectada em estudo prévio 2%,

Embora métodos mais modernos usando imunoensaios venham sendo testados para
uso comercial, ainda ndo ha aprovacdo para uso na rotina [ Além do mais, a utilidade
clinica de holo-Tc aindando 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 deficiénciade vitamina B12 do que a
prépria determinacdo da vitamina B12 sérica!™ e os estudos continuam em busca de uma

metodologia mai s apropriada.

83MMA

O desenvolvimento de ensaios especificos pra MMA na urina, soro ou plasma tem
viabilizado diagnosticar deficiéncia de vitamina B12 [®® ° e ainda tem tornado possivel
diferencia-|a da deficiéncia de fol atos, ja que esta tltima condicao néo eleva MMA [,

Elevagdes do MMA ocorrem precocemente nas deficiéncias de vitamina B12 [* e
representam alteragBes dos niveis intracelulares deste metabdlito [*?. A deficiéncia de vita-
mina B12 ocorre quando niveis de MMA estdo superiores a 0,4 pmol/L no soro ™! ou supe-
riores a 3,2 mmol/mol de creatinina na urina para adultos [® e superior a 20-23 mmol/mol
creatininaem criangas '™,

O MMA é um indicador mais sensivel para diagnosticar uma deficiéncia de
vitamina B12 intracelular do que dosagem de vitamina B12 sérica ® & %3 4752 g entre os
metabdlitos, 0 MMA é frequentemente considerado superior a Hcy em relagcdo a deteccéo
da deficiéncia de vitamina B12 [*> " por ser mais especifico e menos suscetivel a erros
pré-analiticos 2. Porém, ndo é um marcador completamente especifico dos niveis de
vitamina B12 porque a sua concentracéo se elevanainsuficiénciarena > gravidez [?,
doencas da tiredide, em condi¢cbes de hemoconcentracdo e no aumento intestinal de
bactérias produtoras de &cido propiénico, precursor do MMA %78,

Além disto, ha problemas anaditicos que prgudicam seu uso na rotina laboratorid,

como a necessidade de cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa, que
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apresenta ato custo e necessidade de pessoa treinado, limitando sua utilizagdo no
diagnéstico laboratorial 15 956 104,

O MMA é bioguimicamente mais estavel na urina do que no soro/plasma e esta 40
vezes mais concentrado *¥. Além do mais, a medida de MMA urindrio € um método n&o
invasivo para utilizacdo em pediatria I8l triagens ou estudos epidemioldgicos. Porém, uma
importante limitacdo deste indice é que a excrecéo urindria de MMA aumenta significa-
tivamente apds ingestdo de alimentos [* e nas condigdes citadas parao MMA sérico, tendo
sido reportados frequientes problemas com resultados falso positivos para este indicador na

urinal™. Desta forma, 0 emprego de dosagens urindrias n&o é ainda recomendado ™.

84 Hcy

A HHcy é um dos mais sensiveis indicadores de deficiéncia de vitamina B12, pois
aparece precocemente no decorrer da deficiéncia precedendo os sintomas clinicos > 1% &7,
Savage et al, 1994, redizaran um estudo com 406 pacientes que estavam sendo
investigados para anemia megalobléastica, onde constataram que 95,9 % dos individuos
apresentavam elevacdes de Hey sérica!®”,

Uma associagdo de MMA e Hcy poderia ser Gtil devido a possibilidade de diferen-
ciagcdo entre deficiéncia de vitamina B12 e deficiéncia de folatos. O MMA estara elevado
apenas na deficiéncia de vitamina B12, enquanto a Hcy se eleva nas deficiéncias de
vitamina B12 e também nas de folatos [°Y. Savage et al, 1994, usando 434 pacientes com
deficiéncia de vitamina B12, constataram que 98,4% apresentaram elevactes de MMA e
95,9% agpresentaram niveis de Hey elevados em até trés vezes comparados aos comtroles. A
deficiéncia de folatos foi verificada em 123 individuos, destes 91% apresentavam hiper-
homocisteinemia e somente 12,2% aumento de MMA que foi atribuido ainsuficiénciarenal
e hipovolemia®.

Além da deficiéncia de vitamina B12 e folatos, existem outras situagdes em que
ocorre uma HHcy, como deficiéncia de vitamina B6, insuficiéncia renal 1*® 47, 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
referéncia da Hcy para diagnosticar deficiéncia de vitamina B12, ndo sdo ainda

universa mente concordantes %24,
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A Hcy pode ser dosada por métodos cromatograficos, incluindo a cromatografia
gasosa com espectrometria de massa, cromatografia de troca ibnica, cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccao por fluorescéncia ou eletroquimica e eletroforese capilar ou
por métodos imunoldgicos, como enzima imunoensaio e imunoensaio por fluorescéncia
polarizada. Os principios de separacdo e deteccdo variam de forma notavel entre os
métodos ", o que torna dificil uma padronizacgo, além do custo destes testes que impedem
sua utilizacdo narotinalaboratoria e daenorme variabilidade na manipulagéo das amostras

necessérias paraalguns destes métodos 2.

9. CONCLUSOES

A deficiénciade vitamina B12 inibe a fungdo da metionina sintase e L-metilmalonil-
COA mutase, gerando HHcy e comprometendo as reacOes de metilagdo que levardo ao de-
senvolvimento de patologias principal mente cérebro e cardiovasculares de diferentes graus
de severidade, podendo até mesmo tornarem-se irreversiveis. Além disto, deficiéncias
subclinicas da vitamina B12 podem estar contribuindo silenciosamente para problemas
cardiacos e neuroldgicos, desde os de ordem sensoriais até os disturbios psiquiétricos e da
aprendizagem.

DisfungBes neurologicas isoladas podem ser o resultado clinico da deficiéncia
cronica de vitamina B12, mesmo sem nenhum sina de anemia™.

Apesar da importancia dos quadros associados a esta deficiéncia, o diagnostico
laboratorial aindando é simples, 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
diagnogtico da deficiéncia sdo realizados por diferentes metodologias 0 que torna muito
dificil estabelecer comparagtes apropriadas entre os diferentes estudos.

A utilizacdo com cautela das dosagens de MMA e Hcy pode ser uma aternativa
para o diagnbstico precoce da deficiéncia de vitamina B12. Outra possibilidade que
futuramente podera ser utilizada é a dosagem de holo-Tc, diferenciando-se a vitamina B12
relmente ativa e disponivel da total. Porém, para isto, novas pesquisas metodolégicas
dever&o ser desenvolvidas.
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