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RESUMO

COSTA, Mariana Silva da. Deficiéncia de vitamina B12 em receptores de transplante renal:
frequéncia e associacdo com resisténcia a insulina, biomarcadores inflamatérios e fungédo
microvascular. 2019. 117 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Médicas) — Faculdade de Ciéncias
Meédicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

A deficiéncia de vitamina B12 (B12) esta associada com o desenvolvimento da
hiperhomocisteinemia (Hhcis), um fator de risco para as doencas cardiovasculares (DCV).
Existem evidéncias de que a B12 pode auxiliar na prevencao da aterosclerose por apresentar efeito
antioxidante e anti-inflamatério. As DCV representam importante causa de morte em receptores
de transplante renal (RTR). InvestigacOes longitudinais indicam relacdo entre niveis elevados de
homaocisteina (hcis) e risco de DCV em RTR. No entanto, a frequéncia de deficiéncia de B12 e
sua associacao com marcadores de risco cardiovascular nestes pacientes ainda nao é conhecida. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a concentracdo sérica de B12, determinando a frequéncia
de deficiéncia e sua associacdo com niveis séricos de hcis, resisténcia a insulina, marcadores
inflamatodrios, reatividade microvascular cutanea e diametros vasculares retinianos em RTR.
Estudo observacional, transversal e longitudinal realizado com RTR adultos (18-65 anos)
submetidos ao transplante renal (TxR) ha pelo menos6 meses. Foram excluidos pacientes com
SIDA, cancer e doencas autoimunes, amputados, em terapia dialitica e em uso de suplementos de
B12. No periodo basal foi realizada avaliacdo laboratorial: glicose, insulina, B12, hcis,
adiponectina, fator de necrose tumoral-a, interleucina-8 e proteina C reativa (PCR). Apds 2 anos
0s RTR foram submetidos a avaliacédo laboratorial: glicose, insulina, B12, hcis, leptina e PCR; da
reatividade microvascular cutanea por Laser Speckle Contrast Imaging; e do diametro dos vasos
retinianos por retinografia ndo midriatica. A taxa de filtracdo glomerular foi estimada (TFGe;
ml/min) pela equacdo CKD- EPI. A concentracdo sérica de B12 no periodo basal foi utilizada
para avaliar a associacdo com todas as demais varidveis, sendo definida deficiéncia quando <
200pg/mL. No periodo basal foram avaliados 218 RTR (121 homens), 49 (41-55) anos, tempo
TXR 115 (26-171) meses e TFGe 52+1,4 ml/min. A frequéncia de deficiéncia de B12 foi de 14%
(n=31). No periodo basal a B12 sérica: (1) se associou negativamente com a hcis, mesmo apos
ajuste paraidade, sexo e tempo TxR nos pacientes com TFGe >60 (r=-0,54; p=0,01), porém ap0s
ajuste adicional para TFGe a associacdo deixou de ser significativa;, (2) foi significativamente
menor no grupo com Hhcis (428 vs. 246pg/mL, p <0,05); (3) ndo se associou com resisténciaa
insulina e marcardores inflamatorios. Apds 2 anos foram reavaliados 171 pacientes. As anélises
de associacdo B12 sérica do periodo basal com as variaveis obtidas ap6s 2 anos revelaram: (1)
associacdo negativa com insulina (r=-0,40; p=0,01) e HOMA-IR (r=-0,38; p=0,02) nos pacientes
com TFGe < 60 ap0s ajustes para idade, sexo, tempo de TXR e TFGe, porém apds ajuste adicional
para indice de massa corporal a associacdo deixou de ser significativa; (2) associa¢do negativa,
apos ajustes para confundidores, com PCR nos RTR com TFGe > 60 (r=-0,43; p=0,04); e com
leptina no grupo total (r=-0,26; p=0,04) e naqueles com TFGe < 60 (r=-0,36; p=0,03); (4)
auséncia de associacdo com a hcis sérica, reatividade microvascular cutanea e didmetros
vasculares retinianos. O presente estudo sugere que em RTR a frequéncia de deficiéncia de B12 é
elevada e a B12 sérica estd inversamente associada com marcadores inflamatérios na analise
longitudinal.

Palavras-chave: Transplante renal. Vitamina B12. Resisténcia a insulina. Marcadores
inflamatdrios. Reatividade microvascular cutanea. Diametros vasculares

retinianos.



ABSTRACT

COSTA, Mariana Silva da. Vitamin B12 deficiency in kidney transplant recipients: frequency
and association with insulin resistance, inflammatory biomarkers and microvascular function.
2019. 117 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Vitamin B12 (B12) deficiency is associated with the development of
hyperhomocysteinemia (Hhcys), a risk factor for cardiovascular disease (CVD). There is
evidence that B12 may help prevent atherosclerosis due to antioxidant and anti-inflammatory
effects. CVD is an important cause of death in kidney transplant recipients (KTR).
Longitudinal investigations indicate a relationship between elevated homocysteine levels
(hcys) and risk of CVD in KTR. However, the frequency of B12 deficiency and its association
with cardiovascular risk markers in these patients is not yet known. The aim of the present
study was to evaluate serum levels of B12, determining the frequency of deficiency, and its
association with serum levels of hcys, insulin resistance, inflammatory markers, cutaneous
microvascular reactivity and retinal vascular diameters in KTR. Observational, cross-sectional
and longitudinal study conducted with adult KTR (18-65 years) at least 6 months after kidney
transplantation (KTx). Were exluded patients with AIDS, cancer and autoimmune diseases,
amputees, under dialysis therapy and using B12 supplements. Laboratory tests performed at
baseline: glucose, insulin, B12, hcys, adiponectin, tumor necrosis factor-a, interleukin-8 and
C-reactive protein (CRP). After 2 years the KTRs were submitted to the evaluation of
laboratory parameters: glucose, insulin, B12, hcys, leptin and CRP; cutaneous microvascular
reactivity by Laser Speckle Contrast Imaging; and the diameter of the retinal vessels by
nonmidriatic retinography. Glomerular filtration rate was estimated (eGFR; ml/min) by the
CKD-EPI equation. Serum B12 concentration at baseline was used to assess the association
with all other variables, and deficiency was defined as < 200pg / mL. At baseline, 218 RTR
(121 men), 49 (41-55) years, TxR time 115 (26-171) months and eGFR 52 + 1.4 ml/min were
evaluated. The frequency of B12 deficiency was 14% (n=31). At baseline serum B12: (1) was
negatively associated with hcys, even after adjusting for age, sex and time from KTx in
patients with eGFR >60 (r=-0.54; p=0.01), but after additional adjustment for eGFR the
association was no longer significant; (2) was significantly lower in the Hhcys group (428 vs.
246pg / mL, p <0.05); (3) was not associated with insulin resistance and inflammatory
markers. After 2 years, 171 patients were reevaluated. The analysis of the association betwenn
serum levels of B12 obtained at baseline with the variables obtained after 2 years revealed: (1)
negative association with insulin (r=-0.40; p=0.01) and HOMA-IR (r=-0.38; p=0.02) in
patients with eGFR < 60 after adjustments for age, sex, time of RTx and eGFR, but after
additional adjustment for body mass index the association was no longer significant; (2)
negative association, after adjustments for confounders, with CRP in KTR with eGFR > 60
(r=-0.43; p=0.04) and with leptin in the total group (r=-0.26; p=0.04) and in those with eGFR
< 60 (r=-0.36; p=0.03); (4) absence of association with serum hcys, cutaneous microvascular
reactivity and retinal vascular diameters. The present study suggests that in KTR the
frequency of B12 deficiency is high and serum levels of B12 are inversely associated with
inflammatory markers in longitudinal analysis.

Keywords: Kidney transplant. Vitamin B12. Insulin resistance. Inflammatory markers.

Cutaneous microvascular reactivity. Retinal vascular diameters.
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INTRODUCAO

A vitamina B12 (B12) ou cobalamina (Cbl) € um composto organometélico,
classificada como hidrossoluvel, fotossensivel e termoestavel até 120°C; sendo sintetizada
exclusivamente por organismos procariontes, como as bactérias (DANCHIN; BRAHAM,
2017; FANG et al., 2017; RANDACCIO et al., 2010; WATANABE; MIYAMOTO, 2003).
As principais fontes alimentares de B12 sdo produtos de origem animal e sua absor¢do é
complexa, dependendo do adequado funcionamento do estbmago, péncreas e ileo terminal
(KOZYRAKI; CASES, 2013; WATANABE, 2007).

O papel relevante da B12 baseia-se em processos bioguimicos nos quais ha
transferéncia de grupos metil (-CH3) entre compostos ou para compostos bioldgicos. Desta
forma a Cbl é cofator indispensavel para as enzimas metilmalonil-CoA redutase e metionina
sintetase (MS), esta ultima com papel na remetilacdo da homocisteina (hcis) a metionina;
etapa em que ha a ligacdo entre o metabolismo do folato e da Chl (BRIANI et al., 2013;
CHANEY, 2007; VANNUCCHI; MONTEIRO, 2010).

Os grupos de risco para deficiéncia de Cbl incluem: vegetarianos, idosos, pacientes
submetidos a gastrectomia total ou parcial distal, individuos com diagndstico de anemia
perniciosa, doenca de Crohn e doenca Celiaca, gastrite atréfica, gastrite por H. Pylori e 0 uso
de algumas drogas (ALLEN, 2008; BRIANI et al., 2013; CASES, 2013; GREEN et al.,
2017a; HUNT et al., 2014; KOZYRAKI; NIELSEN et al., 2012; STABLER, 2013; WONG,
2015; VAN AMSTERDAM et al.,, 2015). As manifestacdes clinicas de deficiéncia sdo
heterogéneas e podem variar de acordo com o grau e duracdo da deficiéncia, incluindo
transtornos hematoldgicos, neuroldgicos e gastrointestinais (IOM, 2006; STABLER, 2013).

Os biomarcadores para avaliacdo do estado nutricional de B12 incluem: niveis séricos
de B12, acido metilmalénico (MMA), hcis e holotranscobalamina Il (Holo-TC). Entretanto,
nenhum marcador laboratorial de B12 isolado é adequado para o diagndstico em todos 0s
pacientes (HARRINGTON, 2016). Segundo uma diretriz britanica, publicada em 2014, o uso
de mais de um biomarcador permite diagndsticos mais confiaveis em comparacdo com
qualquer biomarcador Gnico (DEVALIA et al, 2014).

De acordo com os dados do National Health and Nutrition Examination Surveys
(NHANES) de 1999 a 2002, foi estimado que a prevaléncia de deficiéncia de B12 nos EUA

varia por faixa etdria afetando < 3% dos individuos com idade entre 20-39 anos,
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aproximadamente 4% daqueles com idade entre 40-59 anos e 6% das pessoas com idade > 70
anos. Na populacéo brasileira, a prevaléncia da deficiéncia de B12 foi estimada em
7,2% em individuos com idade entre 30 e 59 anos (XAVIER et al., 2010).

Existem evidéncias de que a hiperhomocisteinemia (Hhcis), que pode ser causada pela
deficiéncia de B12, assim como de é&cido folico e vitamina B6, é um fator de risco
independente para as doencas cardiovasculares (DCV) (CASAS et al., 2005; NI et al., 2007,
SELHUB, 2006; TAHERAGHDAM et al., 2016; WU et al., 2013; YUSUF et al., 2001;
ZHANG et al., 2016). E recentemente foi descrito na literatura que a deficiéncia de B12 pode
estar ligada ao processo aterogénico, principalmente, mas ndo exclusivamente, através da
Hhcis (MUELLER et al., 2001; TONELLI et al., 2008; ZHANG et al. 2017).

Estudos sugerem que a B12 pode atuar de forma protetora contra-regulando
mecanismos patogénicos das DCV, através da sua atuacdo como agente antioxidante e anti-
inflamatorio, podendo modular as respostas inflamatorias no estresse oxidativo, atraves da
reacdo direta com espécies reativas de oxigénio (EROS), além de parecer modificar moléculas
de sinalizacdo e reduzir indiretamente a expressdo do fator de transcricdo nuclear kappa B
(NF- kB) (BIRCH et al.,, 2009; PERACCHI et al., 2001; SCALABRINO et al., 2004;
SUAREZ- MOREIRA et al., 2009; VEBER et al., 2008; ).

O transplante renal (TxR) é considerado o tratamento de escolha para pacientes
apresentando doenca renal cronica (DRC) em estagio terminal (GO et al., 2004; HILL et al.,
2016; JHA et al., 2013; KDIGO, 2009; MAGEE; PASCUAL, 2004; MATSUSHITA et al.,
2010, 2015; SESSO et al., 2016). Embora menor do que nos pacientes em dialise, a
ocorréncia de DCV segue sendo uma das principais causas de morte entre 0s receptores de
TXR (RTR), representando 40-55% de todas as causas de mortalidade nestes pacientes
(BRIGGS, 2001; MAGEE; PASCUAL, 2004; MORALES et al., 2012).

Até o presente momento, ndo ha estudos que tenham avaliado a relagdo direta entre
B12e marcadores de risco intermediarios de DCV em RTR. Desta forma, o conhecimento da
frequéncia da deficiéncia de B12 em RTR e sua associagdo com marcadores de risco
cardiovascular (CV), como resisténcia a insulina, inflamacdo e alteracfes microvasculares
pode contribuir com a implementacdo de medidas terapéuticas e preventivas, como
modificagdes na dieta e/ou suplementacdo medicamentosa, que poderiam contribuir para a

reducdo do risco CV nestes pacientes.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Metabolismo da vitamina B12

A B12 ou Cbl é um composto organometalico, sendo a maior (peso molecular:
1.355,4g/mol) e mais complexa de todas as vitaminas (RANDACCIO et al.,, 2010;
WATANABE, 2007). De acordo com as suas caracteristicas fisico-quimicas é classificada
como hidrossoluvel, fotossensivel e termoestavel até 120°C; sendo sintetizada exclusivamente
por organismos procariontes, como as bactérias (DANCHIN; BRAHAM, 2017; FANG et al.,
2017; WATANABE; MIYAMOTO, 2003).

O termo B12 é genérico e refere-se a todas as Cbl biologicamente ativas no homem,
sendo estas constituidas por um atomo central de cobalto e um anel plano de corrina,
formando um anel tetrapirrolico, onde o cobalto é a parte funcional da B12. As varias formas
de Cbl se originam das diferentes moléculas que se ligam a parte superior do anel, incluindo
0s grupamentos hidroxi, metil, desoxiadenosil ou cianeto; sendo a cianocobalamina (CNCbl)
a forma sintética da B12 mais comumente encontrada em suplementos nutricionais
(GROBER et al., 2013; KOZYRAKI; CASES, 2013; VANNUCCHI; MONTEIRO, 2010).

As principais fontes alimentares de B12 sdo produtos de origem animal, especialmente
carnes, leites, ovos, peixes e mariscos; nos quais é obtida por meio de simbiose microbiana
(GILLE; SCHMID, 2015; WATANABE, 2007; WONG, 2015). Alguns alimentos vegetais,
como as algas verdes (Enteromorpha sp. e Chlorella sp.) e roxas (Porphyra sp.) parecem ser
fontes de B12 biodisponivel, enquanto outras algas, como as azul-verdes (Spirulina sp.,
Aphanizomenon sp., e Nostoc sp.) embora contenham grandes quantidades de pseudovitamina
B12, esta parece ser biologicamente inativa em mamiferos. Uma alimentag&o néo vegetariana
nos paises ocidentais contem em média 5 a 8 mcg de Cbl por dia (BRIANI et al. 2013;
WATANABE et al., 2003, 2013, 2014).

A ingestdo diaria recomendada de B12 é de 2,4 mcg para adolescentes de 14 a 18 anos
(ambos os sexos), homens e mulheres ndo gravidas; 2,6 mcg para as mulheres gravidas; 2,8
mcg para mulheres lactantes e varia de 0,9 a 1,8 mcg para criancas de 1 ano até jovens de 13
anos (IOM, 2006). E valido ressaltar que a biodisponibilidade da B12 varia de acordo com as
condicBes do trato gastrointestinal dos individuos, além da quantidade total da B12 ingerida e
suas fontes alimentares (GREEN et al., 2017a).
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A absorcao gastrointestinal de B12 é complexa e depende do adequado funcionamento
do estdbmago, pancreas e ileo terminal. O processo inicia-se no estdbmago, com a dissociagdo
da Cbl das proteinas alimentares pela acdo do acido cloridrico e da pepsina, para ligar-se a
haptocorrina (HC) ou transcobalamina I; uma glicoproteina com alta afinidade pela Cbl e seus
analogos, presente na saliva e em fluidos géstricos, formando o complexo holohaptocorrina
(Holo-HC) (CASES, 2013; QUADROS, 2010; KOZYRAKI; WATANABE, 2007).

Na segunda metade do duodeno, na presenca de proteases pancreaticas ocorre a
liberacdo da B12 do complexo Holo-HC, que livre liga-se ao fator intrinseco (FI); uma
glicoproteina secretada pelas células parietais gastricas, que apresenta afinidade somente pela
Cbl e é indispensavel a sua absorcéo. A Gltima etapa ocorre em ileo terminal, facilitada pelo
pH basico, devido a presenca do bicarbonato secretado pelo pancreas, onde o complexo Cbl-
FI interage com seu receptor especifico, a cubilina, que juntamente com a amnionless, uma
proteina de membrana envolvida na internalizacdo da cubilina, formam o complexo -cubam;
responsavel pela absorcdo da B12 por endocitose, através de um mecanismo dependente de
calcio (KOZYRAKI; CASES, 2013; KOZYRAKI; GOFFLOT, 2007; QUADROS, 2010).

A absorcdo intestinal de B12 ocorre através de um mecanismo saturavel que permite
que aproximadamente 1 a 1,5 mcg de B12 por refeicdo, possa ser aproveitada. Se a ingestdo
pela dieta é proxima a niveis fisiologicos, a absorcdo pode chegar a 60% da quantidade total
ingerida; podendo diminuir para menos de 10%, quando a ingestdo € muito elevada. Além
disto, uma pequena proporcdo de 1 a 5% de B12 é absorvida pelo intestino por difusdo
passiva, em um processo independente do FI (CARMEL, 2008; SHIPTON; THACHIL, 2015;
VANNUCCHI; MONTEIRO, 2010).

Apols absorvida pela mucosa ileal, sob a acdo das enzimas lisossdmicas, a B12
dissocia- se do Fl e é captada pela transcobalamina Il (TCII), uma beta-globulina que faz o
transporte sérico da vitamina até os tecidos, sendo rapidamente depurada pela interacdo com o
seu receptor especifico TChIR-CD320 (QUADROS; SEQUEIRA, 2013; NIELSEN et al.,
2012; VANNUCCHI; MONTEIRO, 2010). A B12 biologicamente disponivel circula no
plasma carreada pela TCIl, na forma de Holo-TC, o que representa 20% do contedo
corporal total de B12. Em contraste, aproximadamente 80% da Cbl circulante encontra-se
carreada pela HC, que parece ndo possuir um papel relevante na entrega desta vitamina para
os tecidos, mas sim parao figado, apds interacdo com os receptores de asialoglicoproteinas
(QUADROS, 2010; NIELSEN et al, 2012; SHIPTON; THACHIL, 2015).

Uma vez no espaco intracelular, a TCIl é degradada pelas enzimas lisossémicas

provavelmente do mesmo modo descrito na liberacdo da B12 nos enterdcitos e a Cbl livre é
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submetida a agdo de redutases. Na sua forma reduzida, pode tanto ser estocada, ou deixar as
células, além de seguir duas vias: uma mitocondrial, onde origina a coenzima
desoxiadenosilcobalamina, e uma citoplasmatica, formando a coenzima metilcobalamina
(BRIANI et al., 2013; KOZYRAKI; CASES, 2013; NIELSEN et al., 2012; VANNUCCHI;
MONTEIRO, 2010).

O papel relevante da B12 baseia-se em processos bioguimicos nos quais ha
transferéncia de grupos metil (-CH3) entre compostos ou para compostos bioldgicos. Desta
forma a Cbl é cofator indispensavel para as enzimas MS e metilmalonil-CoA redutase. A
primeira utiliza a forma metilcobalamina como cofator e participa da sintese de DNA, do
metabolismo de neurotransmissores e da remetilacdo da hcis a metionina; etapa em que ha a
ligacdo entre o metabolismo do folato e da Cbl. E a segunda utiliza a forma
desoxiadenosilcobalamina como cofator e estd envolvida no metabolismo de aminoacidos
(valina, isoleucina, metionina e treonina), colesterol, &cidos graxos de cadeia impar e na
sintese de hemoglobina nos eritrocitos e da bainha de mielina no sistema nervoso central;
onde na auséncia de B12 ocorre um acumulo de MMA. Tal condi¢do pode acarretar uma
diminuicdo na sintese normal de mielina e incorporacdo de acidos graxos anormais em
lipidios neuronais (BRIANI et al., 2013; CHANEY, 2007; HEMMER et al. 1998;
VANNUCCHI; MONTEIRO, 2010).

A adenosilcobalamina e a metilcobalamina séo os derivados metabolicamente ativos
da Cbl, e representam respectivamente 75 - 90% e 10 - 25% do seu conteddo enddgeno
(KOZYRAKI; CASES, 2013). O conteudo corporal de Cbl é estimado em 2,5a 5,0 mcg, e 0
figado e os rins sdo os principais sitios de armazenamento (BRIANI et al., 2013; HUNT et al.,
2014; VANNUCCHI; MONTEIRO, 2010). Gragas aos estoques corporais de Cbl e sua
circulacdo éntero-hepatica, onde cerca de 1,4 mcg de Cbl sdo secretadas pelo figado na bile
(com aproximadamente metade deste conteddo sendo reabsorvido no intestino, no mesmo
processo dependente do FI); uma interrupcdo completa na absorcéo parece levar de 3 a 5 anos
para esgotar os estoques de Cbl (BRIANI et al., 2013; CARMEL, 2008;). Da mesma forma,
embora ainda ndo exista um consenso, estudos experimentais sugerem que a reabsorgéo
tubular e o armazenamento renal de B12, possam ser mecanismos importantes para a
homeostase desta vitamina (BIRN et al., 2002, 2003, 2006; VERROUST et al., 2002).
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1.2 Deficiéncia de vitamina B12

Os grupos de risco para deficiéncia de Cbl incluem: vegetarianos pela excluséo de
alimentos fontes; idosos pelo maior risco de ma absorcdo; pacientes submetidos a
gastrectomia total ou parcial distal, devido a redugdo no nimero de células parietais (o que
leva a redugdo da sintese de FI); individuos com diagnostico de: anemia perniciosa, pela
destruicdo autoimune das células gastricas parietais, doenca de Crohn e doenca Celiaca por
disfuncdo na mucosa ileal, gastrite atrofica e gastrite por H. Pylori por disfungdo na mucosa
gastrica ou insuficiéncia pancreéatica pelo comprometimento na secre¢do exdgena. Desordens
congénitas no metabolismo da B12, abuso de alcool e supercrescimento bacteriano também
podem favorecer a deficiéncia de B12 (ALLEN, 2008; BRIANI et al., 2013; HUNT et al.,
2014; KOZYRAKI; CASES, 2013; STABLER, 2013; WONG, 2015). O uso de algumas
drogas, tais como inibidores da bomba de prétons (IBPs) e antagonistas de H2 (omeprazol e
ranitidina, respectivamente), sdo redutores da acidez géstrica e podem tanto reduzir a secrecdo
de FI, quanto prejudicar a liberacdo da B12 das proteinas alimentares. A colchicina, um
antiinflamatério utilizado no tratamento das crises de gota e alguns antibi6ticos como a
neomicina, podem agir como inibidores da endocitose do complexo Chl-FI. A colestiramina,
um hipocolesteromiante, pode agir como um quelante do FI e o 6xido nitroso, um gas
anestésico, inativa quimicamente a B12 através da oxidacdo irreversivel do ion cobalto;
podendo predispor a deficiéncia de Cbl (BRIANI et al., 2013; GREEN et al., 2017a; HUNT et
al., 2014; VAN AMSTERDAM et al., 2015).

Outra medicacdo frequentemente associada a niveis sericos mais baixos de B12 é o
hipoglicemiante da classe biguanidas, metformina. Um dos primeiros mecanismos propostos
ha pelo menos 40 anos, seria 0 supercrescimento bacteriano em intestino delgado, uma vez
que a metformina retarda a absor¢do de glicose; 0 que poderia levar ao consumo de B12 na
luz intestinal por estas bactérias (CASPARY et al., 1977; O’ LEARY; SAMMAN, 2010) Um
mecanismo proposto mais recentemente € a interferéncia na absorcao intestinal dependente de
calcio do complexo Cbl-FI, sugerindo que a metformina poderia levar a uma alteracdo na
estrutura morfoldgica ileal causando a reducédo da absorcéo de B12 (KIBIRIGE; MWEBAZE,
2013).

Bauman et al. (2000) demostraram, em 2000, que a suplementacdo de carbonato de
calcio em individuos tratados com metformina melhorou os niveis de Holo-TC, mesmo sem

aumentar os niveis de B12 sérica. Eles concluiram que a metformina poderia alterar o
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potencial de membrana, agindo como um blogueador dos canais de calcio, causando ma
absorcéo de B12.

Por outro lado, estudos mais recentes sugerem que o nivel sérico de B12 pode nédo
refletir o seu estado funcional em individuos em uso de metformina. Leung et al. (2010) e
Greibe et al. (2013a), demostraram que embora 0s niveis séricos de B12 encontrem-se
frequentemente reduzidos nestes individuos, ndo hd comprometimento nos niveis de Holo-
TC, a forma bioativa da B12. Outro estudo, desta vez experimental, demostrou que o
tratamento de ratos com metformina aumentou o acimulo hepético de B12 (GREIBE et al.,
2013b). Estes achados sugerem que a metformina pode alterar os niveis séricos desta
vitamina, entretanto sem necessariamente significar deficiéncia funcional da mesma.

Em termos de prevencao, individuos tratados com metformina devem ser considerados
como apresentando risco aumentado para alteragdes nos biomarcadores de B12,
principalmente aqueles com maiores doses e em maior tempo de tratamento, uma vez que a
deficiéncia parece estar presente quanto maior a dose e maior o tempo de uso da metformina,
devendo estes passar por triagem e suplementacdo, se necessario (AKINLADE et al., 2015;
KO et al., 2014).

Niveis falsamente baixos de Chl podem ocorrer na gestacdo e lactacdo, o0 que parece
ser um processo fisiolégico adaptativo para aumentar a mobilizacdo de B12 para o bebé
através do leite materno; e também em pacientes em uso de contraceptivos orais, embora
nestes ultimos os niveis de hcis e MMA parecam ndo sofrer alteracbes, podendo significar
auséncia de deficiéncia funcional de B12 (GREEN et al., 2017a; RIEDEL et al., 2005).

As manifestacOes clinicas de deficiéncia de B12 sdo heterogéneas, podem variar de
acordo com o0 grau e duracdo da deficiéncia e incluem transtornos hematoldgicos,
neuroldgicos e gastrointestinais. Como consequéncias hematoldgicas pode-se citar a anemia
megaloblastica, devido a uma interferéncia na sintese normal de DNA, com a produgdo de
eritrocitos maiores do que o normal (macrocitose). Pode ocorrer também algum grau de
neutropenia e trombocitopenia, uma vez que o processo megaloblastico afeta todos os
elementos da medula 6ssea que se dividem rapidamente. Os sintomas associados a estes
transtornos hematolégicos incluem: fraqueza, fadiga, falta de ar, palpitagdes e palidez (I0M,
2006; STABLER, 2013).

Pode haver também a ocorréncia de complicacdes neuroldgicas como distdrbios
sensoriais distais, formigamento em extremidades, distirbios da marcha, ma coordenacéo,
equilibrio e reflexos anormais; alem da presenca de declinios cognitivos, como perda de

concentracdo, memoria, desorientacdo e deméncia, com ou sem mudancas de humor.
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Disturbios visuais, delirios, ins6nia, depressao, irritabilidade e comprometimento do
controle da bexiga também séo relatados (DEVALIA et al., 2014; GREEN et al., 2017a; IOM,
2006; NIELSEN et al., 2012; STABLER, 2013).

As complicacGes neuroldgicas estdo presentes em 75 - 90% dos individuos com
deficiéncia clinica de B12 e pode em cerca de 25% dos casos, ser a Unica manifestacao
sintomética. Evidéncias mostram que a ocorréncia de complica¢fes neuroldgicas sdo
inversamente correlacionadas com o grau de anemia; isto é, pacientes que cursam menos com
sintomas hematoldgicos apresentam mais complicacdes neurolégicas e vice versa. Por fim
queixas gastrointestinais, incluindo glossite, perda de apetite, flatuléncia e constipagédo
também podem ocorrer, além de infertilidade (IOM, 2006; STABLER, 2013).

A deficiéncia grave ou estagios avancados mostram evidéncias de supressdao da
medula &ssea, importante comprometimento neuroldgico, além de poder ser um fator
precipitante nas doencas cardiovasculares (DCV), uma vez que a deficiéncia de B12 esta
diretamente relacionada com a Hhcis, um fator de risco independente para as DCV. Ha relato
na literatura também de que a deficiéncia de B12 pode aumentar a mortalidade e morbidade
por DCV devido a outros fatores que ndo a Hhcis, como anisocitose (RDW - red cell
distribution width) e volume globular médio (VGM) elevados (GANGULY; ALAM, 2015;
PAWLAK, 2015; ROMAIN et al., 2016).

Uma vez que as complicacfes da deficiéncia de B12 podem ser graves, fica nitida a
necessidade de seu diagnostico, principalmente a identificacdo de graus mais sutis de
deficiéncia de B12. Por ndo existir um teste considerado padrdo ouro na determinacdo da
deficiéncia de B12, ja que as possibilidades metodoldgicas disponiveis apresentam, entre
outras coisas, problemas de sensibilidade e especificidade; o quadro clinico torna-se um fator
importante na avaliacdo dos resultados dos testes utilizados para avaliar o estado corporal
desta vitamina (DEVALIA et al., 2014, HANNIBAL et al., 2016).

Em geral, o primeiro teste realizado para triagem do diagnostico de deficiéncia de B12
é a mensuragdo do seu nivel sérico. Entretanto, um baixo nivel sérico de B12 pode nem
sempre indicar deficiéncia e um nivel sérico dentro do intervalo de referéncia frequentemente
ndo € capaz de refletir o estado celular de B12. Em parte isto pode ser explicado pela
distribuicdo de B12 no organismo, onde a maior parte da B12 encontra-se carreada pela HC,
ndo estando prontamente disponivel para entrega imediata as células (GREEN, 2017b). Um
problema adicional no estudo da B12 sdo as diferentes unidades para representar 0s niveis
séricos, onde alguns estudos expressam 0s resultados em pmol/l e outros em pg/ml
(DEVALIA et al., 2014).
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N&o h& também um consenso sobre o ponto de corte para avaliacdo da B12 sérica, mas
em geral os estudos utilizam valores que consideram niveis séricos normais de B12 acima de
221pmol/L (299pg/ml), estado marginal de deficiéncia, entre 148 — 221pmol/L (200 —
299pg/ml); e valores < 148pmol/L (< 200pg/ml), deficiéncia de B12. Outros testes utilizados
e considerados de segunda linha como a determinacéo sérica da hcis e do MMA, podem ser
Uteis para esclarecer incertezas no diagnostico, embora a disponibilidade deste ultimo na
pratica clinica seja atualmente limitada (ALLEN, 2009; APARICIO-UGARRIZA et al.,
2015; DEVALIA et al., 2014; HEIL et al., 2012).

Valores de hcis acima de 15 pmol/L sdo classificados como Hhcis e valores > 100
umol/l como Hhcis grave (APARICIO-UGARRIZA et al.,, 2015; JIANG et al., 2017;
SHIPTON; THACHIL, 2015). Embora este seja um biomarcador sensivel da deficiéncia de
Cbl, aumentando no inicio da deficiéncia e as vezes precedendo os sintomas, a Hhcis ndo €
especifica da deficiéncia de B12, estando presente também na deficiéncia de folato,
piridoxina, em pacientes com insuficiéncia renal, hipotireoidismo, e como resultado de certos
polimorfismos genéticos; desta forma, sua utilizacdo como Unico parametro para o
diagnostico, torna-se limitada (DEVALIA et al., 2014; PORTER et al., 2016).

Embora 0 MMA seja considerado um marcador mais especifico da deficiéncia de B12,
este também pode encontrar-se elevado em individuos com DRC, supercrescimento
bacteriano e em condicdes de hemoconcentragdo. Entretanto, de acordo Igbal et al. (2013) ao
avaliarem idosos com DRC em estagio terminal, concluiram que o MMA segue sendo um
marcador viavel de deficiéncia de B12, principalmente quando associado a mensuracdo da
Holo-TC. Valores > 0,27 umol/l indicam elevacdo deste metabdlito, e valores >0,75 pumol/Il
quase invariavelmente estdo relacionados com a deficiéncia de B12. No entanto, a
mensuracdo do MMA é feita por métodos complexos e especializados, que sdo relativamente
caros (APARICIO-UGARRIZA et al., 2015; DEVALIA et al., 2014; HEIL et al., 2012;
SHIPTON; THACHIL, 2015).

Nos ultimos anos a Holo-TC vém sendo considerada o marcador mais precoce de
deficiéncia de B12 (CHATTHANAWAREE, 2011). Um estudo multicéntrico concluiu que a
Holo-TC tem melhor precisdo diagnostica do que a B12 sérica e poderia substitui-la como um
teste de triagem primaria em pacientes com suspeita de deficiéncia de B12 (HEIL et al.,
2012). De acordo com Loikas et al. (2007), a funcdo renal definida tanto pela creatinina,
guanto pela cistatina C correlaciona-se fortemente com hcis plasmatica e MMA, mas ndo com
a Cbl sérica e Holo-TC. Do mesmo modo, Valente et al. (2011) concluiram que a presenca de

disfuncdo renal compromete a acurdcia do MMA, mas ndo da Holo-TC e da Cbl sérica.
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Segundo Greibe et al. (2011), uma vantagem adicional atribuida ao uso deste teste
diagndstico, por exemplo, em gestantes, parece ser o fato deste biomarcador ndo estar sujeito
a queda fisioldgica observada na Chl sérica total durante o curso da gravidez.

A concentracdo de Holo-TC < 25 pmol/L sugere fortemente deficiéncia de B12.
Entretanto, ndo se pode excluir a ocorréncia de deficiéncia em resultados na faixa de 25-70
pmol/L. Segundo Devalia et al (2014), embora a Holo-TC tenha um potencial de teste de
primeira linha, uma "area cinzenta” indeterminada ainda pode existir, necessitando muitas
vezes, de uma investigacdo adicional. Nestes casos, 0 MMA parece ser um teste
complementar adequado aumentando em 18% a deteccdo dos casos de deficiéncia de B12
(HARRINGTON, 2016; HERRMANN; OBEID, 2013).

Embora a medicdo da Holo-TC esteja sendo gradualmente incorporada em
laboratdrios clinicos ao redor do mundo, estudos mais recentes questionam a sensibilidade e a
capacidade de diagnostico precoce deste marcador. Golding (2016a), em um estudo
experimental feito com o préprio autor, que possuia um padrdo alimentar vegetariano, apos
reduzir gradualmente até suspender o seu tratamento suplementar com CNCbl e dosar
semanalmente os biomarcadores, concluiu que a Holo-TC é menos sensivel que 0 MMA,
decaindo somentea partir do dia 742 do experimento, enquanto 0 MMA aumentou acima do
ponto de corte a partir do dia 428, 58 dias apds o inicio da privacdo da suplementacdo de
B12. Portanto, o autor contrariou 0 modelo de evolucdo da deficiéncia de B12 proposto por
Herbert em 1987, erevisto em 1994, onde o primeiro estagio foi caracterizado como um
balanco negativo da B12,marcado pela reducéo precoce da Holo-TC. Desta forma, o valor de
diagnéstico da Holo-TC como teste de primeira linha aguarda novas investigacdes
(HANNIBAL et al., 2016).

Em suma, nenhum marcador laboratorial de B12 isolado é adequado para a avaliagéo
do estado de B12 em todos os pacientes (HARRINGTON, 2016). Em 2015, Fedosov et al.
(2015), desenvolveram modelos matematicos através de equacfes que combinam dois, trés ou
quatro biomarcadores em um Unico indicador para o diagndstico dependente da idade.
Chamado de indicador combinado de vitamina B12, este precisa de ajuste quando o folato
sérico encontra- se inferior a 10 nmol/L. Além disto, os autores sugeriram uma classificacdo

2 (13

do estado de B12 como “vitamina B12 elevada”, “vitamina B12 adequada”, “vitamina B12
baixa”, “possivel deficiéncia”, “provavel deficiéncia”, de acordo com os valores obtidos
através do indicador combinado de vitamina B12 (FEDOSOV, 2015). Conforme
recomendado pela diretriz publicada em 2014, o uso de mais de um biomarcador permite

diagnosticos mais confiaveis em comparacdo com qualquer biomarcador tnico (DEVALIA et
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al., 2014).

Dependendo do biomarcador escolhido, ou a combinagéo deles; e do ponto de corte
adotado, € possivel encontrar valores divergentes de prevaléncia de deficiéncia de B12 em
todo 0 mundo. Utilizando-se os dados do National Health and Nutrition Examination Surveys
(NHANES) de 1999 a 2002, estimou-se que a prevaléncia de deficiéncia de B12 nos EUA
variou por faixa etdria afetando < 3% dos individuos com idade entre 20-39 anos,
aproximadamente 4% daqueles com idade entre 40-59 anos e 6% das pessoas com idade > 70
anos. O estado marginal de B12 foi mais comum e ocorreu em aproximadamente 14-16%
daqueles com idade entre 20-59 anos e > 20% naqueles com idade > 60 anos (ALLEN, 2009).
Por outro lado, segundo Green et al. (2017a) estudos nacionais de diversos paises
demostraram que a prevaléncia estimada para a deficiéncia e o estado marginal de B12
excedem em muito os valores encontrados nos EUA, particularmente na América do Sul,
Africa e Asia (aproximadamente 35%, 42% e 45%, respectivamente).

A alta prevaléncia de deficiéncia de B12 nédo se limita aos adultos mais velhos, com
alguns paises com mais de 40% de prevaléncia em diferentes subpopulac@es (criangas, jovens
adultos e mulheres em idade fértil) (GREEN et al., 2017a). Segundo Wong (2015), em um
estudo nédo publicado realizado pelo seu grupo de pesquisa em Hong Kong, com 2096 idosos
institucionalizados com idade > 65 anos, a prevaléncia de deficiéncia foi de 34,9%. Em outro
estudo também realizado nos EUA, foi identificado que a prevaléncia € maior nos individuos
ainda mais idosos, com relatos de 23 a 35% de deficiéncia nos individuos com idade > 80
anos (JOHNSON et al., 2010). Na populacdo brasileira, o estudo de Xavier et al. (2010)
estimou prevaléncia de deficiéncia de B12 de 7,2% em individuos com idade entre 30 e 59
anos, enquanto Barnabé et al. (2015) identificaram deficiéncia de B12 de 4,9% dos individuos
em diferentes estagios da vida (criangas, idosos, mulheres gravidas e lactantes). Em um
estudo de revisdo foi reportada prevaléncia de deficiéncia de B12 entre vegetarianos em
diversas fases da vida e diversos paises, variando de 11 a 90% (PAWLAK et al., 2013).

1.3 Doencas cardiovasculares e vitamina B12

As DCV sdo a principal causa de mortalidade em todo o mundo, sendo responsaveis

por cerca de 30% de todas as mortes, correspondendo a 17,3 milhdes de mortes por ano, com
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a expectativa de aumento deste namero para 23,6 milhGes até o ano de 2030 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2011, 2017; SMITH et al., 2012). A aterosclerose € o principal
processo patoldgico que leva aodesenvolvimento das DCV, incluindo o infarto agudo do
miocardio (IAM), a insuficiéncia cardiaca e o acidente vascular encefalico (AVE)
(FROSTEGARD, 2013). A identificacio precoce dos fatores de risco para DCV ¢
fundamental para que se possa prevenir o aparecimento e/oua progressao da aterosclerose.
Dentre os principais fatores de risco para a DCV pode-se destacar o tabagismo, a hipertensao
arterial sisttmica (HAS), o diabetes mellitus (DM), a idade avancada, a historia familiar de
DCV e adislipidemia (JELLINGER et al., 2017; PIEPOLI et al., 2016).

Existem evidéncias de que a Hhcis, que pode ser causada pela deficiéncia de B12,
assim como de acido folico e vitamina B6, é um fator de risco independente para as DCV
(CASAS et al., 2005; HEINZ et al., 2009; LIU et al., 2019; MARKAKI et al., 2017; Nl et al.,
2007; SELHUB, 2006; TAHERAGHDAM et al., 2016; WU etal., 2013, YUSUF et al., 2001,
ZHANG et al., 2016).A Hhcis esta diretamente relacionada a deficiéncia de B12, uma vez que
a hcis ¢ um metabdlito derivado da metionina, e aproximadamente 50% € ressintetizada a este
aminoacidovia transmetilacdo, em um processo dependente de B12 (MA et al., 2017). Outros
fatores associados com a elevacdo nos niveis séricos de hcis incluem idade avancada, sexo
masculino, tabagismo, consumo de café, reducdo da funcdo renal e anormalidades genéticas
nas enzimas responsaveis pelo metabolismo da hcis: MS, metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR) e cistationina p sintase (DE BREE et al., 2002; DUYGU, 2017; STEED; TYAGI,
2011).

Uma meta-analise envolvendo 30 estudos longitudinais revelou que apds ajustes para
fatores de risco tradicionais para DCV a concentracdo serica de hcis 25% menor (cerca de 3
mmol/L) se associou com um risco 11% menor de doenca coronariana isquémica e 19%
menor de AVE (Homocysteine Studies Collaboration, 2002). De forma semelhante, em outra
meta-analise foi observado que o aumento de 5 mmol/L na concentracdo de hcis se associou
com aumento de cerca de 20% do risco de doenca arterial coronariana independentemente dos
fatores de risco tradicionais para DCV (HUMPHREY et al., 2008).

Em um estudo realizado por Shargorodsky et al. (2009) com individuos apresentando
DM tipo 2, na analise de regressao linear multipla, mesmo apos ajustes para fatores de risco
CV convencionais, a hcis permaneceu positivamente associada a velocidade de onda de pulso
(VOP) (p = 0,003), uma medida simples, ndo invasiva, validada e reprodutivel, para avaliar a
rigidez arterial. Enquanto os niveis séricos de B12 apresentaram associa¢do inversa

significativa com hcis, e estiveram proximos de atingir significancia estatistica para
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correlagéo independente com a VOP (r = -0,212, p = 0,052) (LAURENT et al., 2006).

A Hhcis se associou com doencga dos pequenos vasos no cérebro e com aterosclerose
dos grandes vasos no cérebro em pacientes com AVE (JEON et al., 2014). Kim et al. (2016)
também observaram associacdo entre concentracdo sérica elevada de hcis e calcificacao
vascular intracraniana e aterosclerose cerebral.

Os mecanismos propostos para a Hhcis predispor a aterosclerose e as DCV incluem
estresse oxidativo, disfuncdo endotelial, proliferacdo do mdsculo liso vascular, rigidez
arterial, estado pro-trombotico e remodelacdo CV. A auto-oxidacdo da hcis resulta na
producdo de compostos associados com 0 inicio de processos aterogénicos, tais como EROS,
levando ao estresse oxidativo com reducdo da biodisponibilidade de éxido nitrico (NO) e
disfungdo endotelial (DEBRECINE, B.; DEBRECINE, L., 2014; STEED; TYAGI, 2011;
PAWLAK, 2015; ZHAO et al., 2017a).

Nas células endoteliais, em resposta a lesdo oxidativa ocorre a produgdo de uma série
de mediadores pro-inflamatérios, incluindo a proteina quimioatraente para mondcitos (MCP-
1), moléculas de adesdo (ex.: E-selecinta, P-selectina, molécula de adesdo intercelular
(ICAM-1), molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1)), interleucinas e proteina C
reativa (PCR). Existem evidéncias confirmando que a Hhcis induz inflamagdo e sugerindo
que a ligacdo entre hcis e fatores inflamatdrios parece ser ativada pelo NF-kB (DEBRECINE,
B.; DEBRECINE, L., 2014; ZHAO et al., 2017a).

Outros mecanismos propostos para a Hhcis aumentar o risco CV incluem a apoptose
das células endoteliais e a alteracdo da hemostase. J& foi demonstrado que a Hhcis €
acompanhada de um estado de hipercoagulabilidade com maior risco de trombose e com
prejuizo na fibrindlise (DEBRECINE, B.; DEBRECINE, L., 2014; STEED;TYAGI, 2011).

Com base nos fatos expostos nos paragrafos anteriores, pode-se sugerir que
intervengdes com o objetivo de reduzir as concentracfes séricas de hcis possam diminuir o
risco de DCV. Portanto, uma série de estudos avaliou o efeito da suplementacdo de &cido
folico, B12, B6 ou o efeito da suplementacdo combinada dessas vitaminas sobre o risco CV
tendo encontrado resultados inconsistentes. Em alguns estudos foi observada reducédo do risco
CV: The Swiss Heart Study (SCHNYDER et al., 2002), SHEEP (HOLMQUIST et al., 2003),
US Health Professionals (MERCHANT et al., 2003), BVAIT (HODIS et al., 2009) e Swedish
Mammography Cohort (RAUTIAINEN et al.,, 2010). Entretanto, em outros apesar da
suplementacdo vitaminica ter reduzido as concentragdes de hcis ndo foi observada
diminuicdo no risco de DCV: VISP (TOOLE et al., 2004), NORVIT (BONAA et al., 2006),
HOPE-2 (LONN et al., 2006), HOST (JAMISON et al., 2007), WENBIT (EBBING et al.,
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2008), WAFACS (ALBERT et al., 2008) e SEARCH (SEARCH Collaborative Group, 2010).

Os estudos que nao observaram efeitos benéficos sobre o risco de DCV com a
suplementacdo de vitaminas relacionadas como metabolismo da hcis (VRMH: &cido félico,
B12 e B6) podem gerar duvidas em relacdo aos efeitos da hcis e consequentemente dessas
vitaminas na DCV. Entretanto, varios fatores nesses estudos podem ser responsaveis pela
auséncia de efeitos benéficos, tendo mascarado o efeito dessas vitaminas. Dentre esses fatores
pode-se citar: (1) a suplementacdo das VRMH apenas ird reduzir a incidéncia de DCV nos
individuos com Hhcis causada pela deficiéncia de VRMH, enquanto as DCV induzidas pela
Hhcis associada com niveis séricos normais de VRMH sera refrataria a suplementacéo
vitaminica (WU et al., 2013). (2) A maior parte desses estudos avaliou prevencdo secundéria
(ou terciaria), e as conclusdes ndo podem ser extrapoladas para a prevencao primaria da DCV.
(3) Na maioria desses estudos, ndo foi considerado um fator essencial que € o uso
concomitante de medicagcBes (incluindo aspirina ou agentes antiplaquetéarios, drogas
hipolipemiantes/estatinas e ocasionalmente suplementos multivitaminicos) pelos participantes
tanto no grupo suplementado quanto no grupo placebo. O uso destas medicacdes pode ter
afetado a morbidade e mortalidade CV e pode ter atenuado a habilidade em se detectar uma
diferenca significativa entre os grupos. Portanto, os resultados dos estudos podem ser
considerados prejudicados por esses fatores de confundimento (DEBRECINE, B.;
DEBRECINE, L., 2014;). Vérias meta-analises e analises estratificadas de estudos com
suplementacdo de VRMH revelaram que muitos estudos foram efetivos na reducdo do risco
CV, principalmente reducdo no risco de AVE, apesar de terem sido considerados
inicialmente como negativos(DONG et al., 2015; HUANG et al., 2012; HUO et al., 2012; JI
et al., 2013; LEE et al., 2010; LI et al., 2016; SAPOSNIK et al., 2009; TIAN et al., 2017;
WANG et al., 2007; WANGET al., 2017; YANG et al., 2012; ZENG et al., 2014; ZHAO et
al., 2017b). A reducgéo no risco de AVE com a terapiacom vitaminas do complexo B em
geral foi encontrada nos estudos nos quais a duragdo dotratamento foi maior do que 3 anos,
a reducdo na concentracao plasmatica de hcis foi > 20%,a regido onde os participantes foram
recrutados ndo forticava a dieta com folato e os pacientes ndo possuiam historia prévia de
AVE (MESCHIA et al., 2014).

Por exemplo, com relacdo ao uso de agentes antiplaquetarios, Hankey et al. (2012)
utilizaram dados do estudo VITATOPS e apos follow-up médio de 3,4 anos, encontraram que
dos participantes que ndo tomavam medicamentos antiplaquetarios no inicio do estudo, a
suplementacdo apresentou apés ajustes, uma reducdo significativa no risco de AVE, 1AM ou

morte por causas vasculares (17% no grupo tratado vs. 21% no grupo placebo; RR: 0,71; IC
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95%: 0,55-0,90; p=0,02).

Recentemente foi publicada a terceira atualizagdo da revisdo da Cochrane sobre as
intervencdes de reducdo da hcis para prevencio de eventos CV (MARTI-CARVAJAL et al.,
2017). Os autores concluiram que a suplementacdo das vitaminas B (&cido folico, B12 e
B6)isoladamente ou em combinagdo ndo se associou com redugéo no risco de IAM, morte por
todas as causas ou evento adverso, mas se associou com menor risco de AVE (MARTI-
CARVAJAL et al., 2017).

Atualmente, existem evidéncias de que a deficiéncia de B12 pode estar ligada ao
processo aterogénico, principalmente, mas ndo exclusivamente, através da Hhcis. Valores
elevados do VGM e RDW sdo consequéncias da deficiéncia de B12 e tém sido associados ao
risco de DCV. Em um estudo foi relatado aumento de 8% no risco de doenca coronaria fatal e
IAM néo fatal, 20% no risco de AVE e 15% no risco de insuficiéncia cardiaca sintomatica
para cada 1% de aumento no RDW (TONELLI et al., 2008). Mueller et al. (2001)
observaram um aumento no risco de doenca arterial periférica entre os pacientes com valores
elevados de VGM; enquanto os resultados de uma meta-analise recente sugerem que
aumentos no RDW parecem aumentar o risco de mortalidade por todas as causas em pacientes
com DRC (ZHANG et al., 2017).

Estudos sugerem que a B12 pode participar da patogénese das DCV, através da sua
atuacdo como um agente antioxidante e anti-inflamatério, podendo modular as respostas
inflamatdrias no estresse oxidativo, através da reacdo direta com EROS como um efeito
poupador da glutationa peroxidase (GPx), e a uma taxa similar a enzima superdxido
dismutase (SOD) (BIRCH et al., 2009; SUAREZ-MOREIRA et al., 2009). Estudos apontam
que a B12 parece modificar moléculas de sinalizacdo e reduzir indiretamente a expressado do
NF- kB, além da deficiéncia de B12 estar relacionada com niveis aumentados do TNF-a
(PERACCHI et al., 2001, SCALABRINO et al., 2004, VEBER et al., 2008). Embora 0s
mecanismos de imunorregulacdo da Chbl ainda ndo sejam totalmente compreendidos, foi
demostrado que a Cblreduz indiretamente a expressdao do NF-kB um ativador da expressdo de
genes relacionados com inflamagdo (VEBER et al., 2008). Desta forma acredita-se que o
papel da deficiéncia de B12 na génese das DCV apresenta relevancia ndo so através da hcis,
mas também por parecer modular o estresse oxidativo e a inflamacéo.

Estudos experimentais (BIRCH et al., 2009; SUAREZ-MOREIRA et al., 2011),
observacionais(AL-DAHGRI et al., 2016; GUEST et al., 2015; LEE et al., 2016; SOLOMON
et al., 2015) e também com suplementacdo de B12 (PERACCHI et al., 2001) estdo de acordo

com a hipotese descrita no paragrafo anterior e alguns desses estudos serdo descritos nos
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proximos paragrafos.

Suarez-Moreira et al. (2011), em um estudo experimental, observaram que a Cbl
protege as células endoteliais adrticas contra niveis elevados de superoxido, induzidos por
exposicdo in vitro a hcis, alem de prover protecdo contra apoptose celular. A pré-incubacgéo
das células endoteliais adrticas com CNCbhl impediu tanto o aumento de EROS dependente da
hcis, quanto a diminuicdo da viabilidade celular dependente de hcis. Os dados mostrados por
estes autores sugerem que Cbl atua como um eficiente eliminador do anion superdxido
intracelular.

Em outro estudo experimental, in vitro, o pré-tratamento de células Sk-Hep-1 com
tiolatocobalaminas proporcionou protecdo contra substancias pré- oxidantes, com 90% de
sobrevivéncia celular frente a exposicdo a hcis e perdxido de hidrogénio. Neste estudo as
tiolatocobalaminas (potenciais precursores das formas cofatoras de Cbl encontrados em
células de mamiferos), inibiram a producdo de perdxido intracelular, mantiveram os niveis
intracelulares de GPx e impediram a morte celular apoptética e necrética (BIRCH et al., 2009)

Solomon et al. (2015) observaram em um estudo com individuos jovens e idosos, que
a incidéncia de deficiéncia funcional de Cbl estava associada com desordens caracterizadas
pelo aumento do estresse oxidativo principalmente em idosos. De forma semelhante, Lee et
al. (2016) ao estudarem individuos diabéticos observaram que aqueles com concentragdo
sérica mais baixa de B12, em comparacdo com aqueles apresentando niveis séricos mais
elevados, apresentaram niveis maiores de inflamacdo avaliada pela PCR (p=0,03) e pela
interleucina 6 (IL-6) (p=0,02); estresse oxidativo, avaliado por malondealdeido (p= 0,01);
além de menor atividade enzimatica antioxidante estimada pelos niveis de catalase (CAT) e
GPx (p = 0,02 e p <0,01, respectivamente).

Do mesmo modo Guest et al. (2015), ao estudarem individuos saudaveis encontraram
associacao positiva entre Cbl plasmatica e a capacidade antioxidante total (r= 0,38, p< 0,05),
que permaneceu significativa mesmo apés ajustes para idade e sexo. Peracchi et al. (2001),
relataram que individuos com manifestacbes hematoldgicas de deficiéncia grave de Cbl,
guando comparados com individuos sem deficiéncia apresentaram niveis Séricos
significativamente elevados de TNF-a. Esses autores também observaram que o0s niveis
séricos de TNF-a apresentaram redugdo significativa, comparando os valores antes (31,4 +
17,8 pg/mL), com os valores aos 3 e aos 6 meses ap0ds a terapia parenteral com Cbl (23,3 £
11,06 pg/mL e 22,7 + 7,87 pg/mL, respectivamente). Além disto, Al- Dahgri et al. (2016),
encontraram associacao inversa entre os niveis séricos de Cbl e TNF- a (r = -0,14, p < 0,05)

em um estudo realizado com adultos e criangas.



32

Estudos com suplementacdo de B12 sugerem efeitos benéficos sobre marcadores
intermediérios de risco CV, incluindo melhora na funcdo endotelial e/ou na espessura da
intima média da caroétida (EIMC) (BLEIE et al., 2011; CHAMBERS et al., 2000; KOYAMA
et al., 2010; KWOK et al., 2012; SETOLA et al., 2004; WOO et al., 2008; 2012; XIA et al.,
2014). O estudo de intervencgédo realizado por Koyama et al. (2010), encontrou redugéo
significativa da rigidez arterial associada a redugdo da dimetilarginina assimétrica (DMAA),
um importante inibidor da enzima oxido nitrico sintase (eNOS); apds suplementacéo oral de
folato e intravenosa de B12 em individuos sob terapia hemodialitica. Da mesma forma, Xia et
al. (2014), apds suplementacdo oral de folato e B12 em individuos que sofreram AVE
isquémico, encontraram reducdo significativa nos niveis de DMAA e hcis, e aumento nos
niveis de NO e da eNOS no grupo intervencao.

Setola et al. (2004) realizaram um ensaio clinico randomizado (ECR), duplo cego; no
qual ambos o0s grupos receberam intervencdo de dieta, e apenas um grupo recebeu
suplementacdo oral de &cido félico (5 mg/dia) e B12 (500 mcg/dia) durante 1 més. Foi
observada melhora significativa na disfuncdo endotelial, uma vez que a vasodilatacdo maxima
pos-isquemia aumentou 29,8%, a guanosina-monofosfato ciclico (GMPc), um segundo
mensageiro envolvido no relaxamento das células musculares lisas aumentou 13,6% e 0s
niveis de DMAA diminuiram 21,7%, no grupo suplementado. De modo semelhante Bleie et
al. (2011), apds suplementar por 24 meses acido fdlico e B12, encontraram melhora
significativa no fluxo sanguineo coronariano basal e induzido por adenosina, em pacientes
com doenca arterial coronariana estavel.

Em um ECR e cruzado, placebo controlado a suplementacdo de B12 (500 mcg/dia)
melhorou a funcdo endotelial e reduziu a EIMC em vegetarianos com estado sub 6timo de
B12 (KWOK et al., 2012). Outros estudos também observaram melhora na fungédo
endotelial,avaliada através da dilatagdo fluxo mediada (DMF), com a suplementacdo de
B12 (semassociacdo com outras vitaminas) (CHAMBERS et al., 2000; WOO et al., 2008;
2012).A relagdo entre niveis séricos de hcis e didametros vasculares retinianos ja foi
avaliada, tendo sido observada associagdo inversa com o calibre arteriolar em homens
(GOPINATH et al., 2009). Hecke et al. (2008) observaram que a hcis plasmatica total foi
inversamente associada aos diametros arteriolares da retina, o que significou uma diminuicao
do equivalente da artéria retiniana central (CRAE) de 3,78um para cada aumento de um
desvio-padréo nos niveis de hcis (4,6 umol/l). Com estes achados, 0s autores sugeriram que a
hcis pode ser um fator de risco relevante para o estreitamento arteriolar da retina, o que

representa um marcador de risco CV.
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H4 relatos na literatura também sobre associa¢do negativa entre niveis de B12 e niveis
de insulina e Homeostatic Model Assessment (HOMA-IR) (KAYA et al., 2009). Um estudo
experimental demonstrou que a Hhcis promove resisténcia a insulina por induzir diretamente
a expressdo e liberacdo de TNF-o e resistina (LI et al., 2008). Tais achados foram
confirmados por Li et al. (2018) que ao estudarem individuos obesos, observaram que niveis
baixos de B12 (p<0,05) e niveis altos de MMA (p=0,01) associaram-se com maior resisténcia
a insulina, avaliada por HOMA-IR. Outro estudo realizado com gestantes na india, observou
que baixos niveis de B12 maternos (p= 0,03) resultam em criancas com valores mais elevados
do HOMA-IR (YAJNIK et al., 2008). Da mesma forma, Krishnaveni et al. (2014) relataram
quea deficiéncia de B12 na gestacdo também foi associada com aumento da adiposidade e
com maior resisténcia a insulina e incidéncia de DM gestacional.

Evidéncias adicionais sobre o potencial efeito benéfico da B12 sobre o risco CV foram
obtidas a partir de estudos caso controle comparando individuos com e sem DCV que
observaram niveis séricos mais baixos de B12 no pacientes com DCV (BASAK et al., 2016;
ZSORI et al., 2013). Zsori et al. (2013) ao estudarem individuos com doenca arterial
periférica em comparacdo com um grupo controle, observaram que os niveis séricos de B12
eram menores nos casos do que nos controles (p < 0,001), mesmo apos ajustes para os niveis
séricos de folato e hcis (p = 0,004); enquanto os niveis séricos de PCR e hcis no grupo com
doenca arterial periférica foram maiores do que no controle (p < 0,005). Do mesmo modo,
Basak et al. (2016) encontraram niveis médios de Holo-TC mais baixos em individuos
portadores de doenca arterial coronariana, quando comparado aos controles (p<0,001),
mesmo apos ajuste para fatores de confundimento como idade, sexo, IMC, HAS, DM,
tabagismo, colesterol total, lipoproteina de alta densidade, lipoproteina de baixa densidade
(LDL), hcis e cisteina.

1.4 Transplante renal e doengas cardiovasculares

A DRC consiste em um importante problema de sadde publica em todo o mundo,
apresentando elevada prevaléncia e alto custo de tratamento, além de ser um fator de risco
independente para as DCV. Todos os estagios da DRC estdo associados com aumento no risco
de morbidade CV, mortalidade prematura e reducdo na qualidade de vida (GO et al., 2004;
HILL et al., 2016; JHA et al., 2013; MATSUSHITA et al., 2010; 2015; SESSO et al., 2016).
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O TxR ¢é considerado o tratamento de escolha para pacientes apresentando DRC em
estagio terminal (KDIGO, 2009; MAGEE;PASCUAL, 2004). No Brasil, 0 TXR € o terceiro
tipo de transplante mais comum, perdendo apenas para o transplante de cornea e tecido 0sseo;
sendo o primeiro entre os transplantes de 6rgdos. Segundo a Associacdo Brasileira de
Transplantes de Orgdos (ABTO), foram realizados 2.964 transplantes renais no primeiro
semestre de 2019, o equivalente a um aumento de 8,1% quando comparado ao mesmo periodo
no ano de 2018 (RBT, 2019).

O TxR bem sucedido permite o fim de grande parte das restricdes e complicacfes
relativas a didlise; permitindo melhor qualidade de vida (CAMERON et al., 2000; LEE et al.,
2005; PAWAR et al., 2006), além de estar associado a menor custo (ABECASSIS et al.,
2008; KENT et al., 2015; ROSSELLI et al., 2015). Ha relato na literatura que o TxR confere
um beneficio de sobrevida em quase todos os subgrupos, inclusive, em pacientes idosos,
obesos e portadoresde hepatite C; e que um transplante bem sucedido triplica a expectativa de
vida de um paciente com DRC em estagio terminal (MAGEE; PASCUAL, 2004; ONISCU et
al., 2005). Um estudo realizado utilizando os dados do United States Renal Data System
(USRDS) que comparou pacientes em dialise na fila de espera para o TxR, com controles que
receberam o TXR, constatou que ap6s 3 a 4 anos de acompanhamento, o transplante reduziu o
risco de morte em 68% (WOLFE et al., 1999).

Embora o TxR confira maior sobrevida em relacdo ao tratamento de dialise para
pacientes com DRC em estagio terminal, esta é significativamente menor quando comparada
aos controles pareados por idade na populacdo geral (BRIGGS, 2001; PRAKASH et al.,
2012). No inicio da década de 1980, a rejeicdo do enxerto e a infeccdo eram os principais
desafios (GORLEN et al., 1992; HILL et al., 1991; WASHER et al., 1983). Nos Gltimos anos
houve um aumento na sobrevida tanto do enxerto quanto do paciente, devido aos progressos
nas técnicascirargicas e introducdo de novos imunossupressores, reduzindo a ocorréncia de
rejeicOes agudas. Entretanto, a sobrevida em longo prazo segue sendo um desafio devido ao
risco aumentado de infeccOes, doencas malignas, rejeicdo cronica do enxerto e DCV
(BAMOULID et al., 2016; MEIER-KRIESCHE, 2004; WANG et al., 2016; WEKERLE et
al., 2017).

Da mesma forma que a taxa de mortalidade por todas as causas, a taxa de mortalidade
por DCV em RTR embora menor do que nos pacientes em dialise, excede em muito a taxa da
populagéo em geral, sendo uma das principais causas de morte entre os RTR, representando
40-55% de todas as causas de mortalidade (BRIGGS, 2001; BOTTOMLEY; HARDEN et al.,
2013; GLICKLICH;VOHRA, 2014; MAGEE; PASCUAL, 2004; MORALES et al., 2012;
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NEALE;SMITH, 2015; RIBIC et al., 2017; STOUMPOS et al., 2015).

Os fatores de risco para DCV em RTR podem ser divididos em tradicionais e ndo
tradicionais. Acredita-se que os fatores de risco tradicionais para DCV na populacdo em geral
atuam de forma similar em RTRs e incluem HAS, dislipidemia, DM e obesidade, assim como
fatores relacionados ao estilo de vida como tabagismo e sedentarismo (FINDLAY et al.,
2016; GILL, 2008; NEAL; SMITH, 2015). Os fatores de risco ndo tradicionais nesta
populacdo incluem medicacdo imunossupressora, proteindria, rejeicdo do enxerto, anemia,
inflamacdo e Hhcis (BOERNER et al., 2011; NEALE; SMITH, 2015; STOUMPOS et al.,
2015).

Embora as medica¢gBes imunossupressoras sejam necessarias para a manutencdo do
enxerto funcionante, evitando a ocorréncia de episddios de rejeicao aguda, elas contribuem de
forma significativa para a elevada prevaléncia dos fatores de risco para DCV nesta populacéo
(JARDINE et al., 2011; KDIGO, 2009;). A HAS apresenta prevaléncia entre 50 — 90% nos
RTR (SOUZA et al., 2007; WADEI; TEXTOR, 2010). Vérios fatores aumentam o risco de
HAS pds- TxR incluindo HAS pré-existente, caracteristicas do doador (diagnéstico de HAS),
disfuncdo do enxerto e os imunossupressores (MANGRAY ;VELLA, 2011).

Alguns estudos sugerem que 0s imunossupressores da classe de inibidores de
calcineurina como ciclosporina A (CsA) e tacrolimo podem induzir HAS por vasoconstrigdo
secundaria ao aumento da endotelina-1, hiperatividade simpatica e estimulacdo do sistema
renina-angiotensina, enquanto outros sugerem que 0S mecanismos estdo mais relacionados a
reducdo da vasodilatacdo NO dependente do que a ocorréncia de vasoconstricdo, aléem de
retencdo de sodio e agua; os glicocorticoides por sua vez, contribuem para a HAS pelo
aumento da retencdo de sodio e agua (CHAKKERA et al.,2017; GILL, 2008; HOORN et al.,
2012; MOES et al., 2014).

A ocorréncia de DM ap6s o TxR é comum (4 — 25%), principalmente nos primeiros 6
meses quando as doses dos imunossupressores estdo elevadas (GHISDAL et al., 2012; PHAM
et al., 2011; SOUZA et al., 2007). Os fatores de risco incluem obesidade, historia de
intolerancia a glicose, infecgdes virais e as drogas imunossupressoras (ex. inibidores de
calcineuria, glicocorticoides e imunossupressores classe da proteina alvo da rapamicina em
mamiferos - mTOR) (STOUMPOS et al., 2015). Existem evidéncias de que o tacrolimo e a
CsA prejudicam o crescimento e funcdo das celulas - pancreaticas, com direta toxicidade,
além de prejudicar a expressdo do gene da insulina; enquanto os glicocorticoides aumentam a
producdo hepatica de glicose e interferem nos componentes da cascata de sinalizagdo no
figado e musculo esquelético (CHAKKERA et al., 2017; MARCEN, 2009; MUNTEAN;
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LUCAN, 2013).

A prevaléncia de dislipidemia ap0s o transplante é de 60 — 70%, e a causa geralmente
¢ atribuida ao uso dos glicocorticoides através da sua acdo em diversos mecanismos,
incluindo resisténcia a insulina (CHAKKERA et al., 2017; MARCEN, 2009;). A CsA
também pode favorecer a dislipidemia por interferir na ligacdo da LDL ao seu ao receptor
(CHAKKERA et al., 2017; OPELZ; DOHLER, 2009). Os imunossupressores da classe da
mTOR, como everolimos e rapamicina também podem alterar o metabolismo lipidico
(CHAKKERA et al., 2017; MARCEN, 2009; WEBSTER et al., 2006).

A proteindria é um marcador de lesdo renal, assim como um marcador de declinio da
funcdo renal, além de ser amplamente aceita como um fator de risco independente para as
DCV (CURRIE; DELLES, 2014). A prevaléncia de proteinuria 1 ano ap6s 0 TxR é de 11% a
45%, sendo ainda maior nos pacientes tratados com mTOR. No pds-TXR, a proteindria tem
sido associada com reducdo na sobrevida do enxerto e do paciente, assim como aumento do
risco de eventos CV (HALIMI et al., 2007; HERNANDEZ et al., 2012; PONTICELLI;
GRAZIANI, 2012; TSAMPALIEROS; KNOLL, 2015). Os mecanismos potenciais para 0
aumento no risco de DCV associado com a proteindria sdo inflamacéo e disfuncao endotelial
(PONTICELLI; GRAZIANI, 2012; VAN REE et al., 2008).

A reducéo da funcgdo renal pos-TxR esté significativamente correlacionada com risco
de DCV (LIEFELDT; BUDDE, 2010). Meier-Kriesche et al. (2003) encontraram forte
associacdolinear entre creatinina sérica no primeiro ano pos-TxR e o risco de 6bito por DCV;
fato semelhantemente observado por Fellstrom et al. (2005). Os inibidores de calcineurina séo
as principais medicagdes relacionadas com a presenca de nefrotoxicidade (BOOTS et al.,
2004; KDIGO, 2009; MATTOS et al., 2000 ).

A anemia é um conhecido efeito colateral tanto da azatioprina quanto do micofenolato
sendo atribuida ao prejuizo na funcdo medular (LIEFELDT; BUDDE, 2010). Outras causas
de anemia pos-TxR séo prejuizo na fungdo renal, deficiéncia de ferro e outros nutrientes
(NEALE; SMITH, 2015). A prevaléncia varia de acordo com o tempo de TxR, no periodo
pOs- operatdrio inicial pode ocorrer em até 76% dos pacientes (NEALE; SMITH, 2015).
Posteriormente, estima-se uma prevaléncia entre 30 — 40% podendo chegar até 60% em
criancas (AFZALLI et al., 2006; YABU; WINKELMAYER, 2011). Evidéncias indicam que a
anemia esta associada com maior risco de mortalidade, provavelmente por favorecer a
hipertrofia ventricular esquerda (BOOTS et al., 2004; KDIGO, 2009; MILLER, 2002).

Os RTR podem apresentar risco de inflamacdo sistémica relacionadas as

comorbidades presentes, podendo esta causar disfuncdo endotelial e ser um fator de risco
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direto para o desenvolvimento de DCV (BOERNER et al., 2011). Citocinas pré-inflamatorias
como IL-6 e a PCR foram associadas de maneira independente com eventos CV e mortalidade
por todas as causas ap0s ajustes para fatores de risco tradicionais para DCV em RTR
(ABEDINI et al., 2009). Ducloux et al. (2004) ao acompanharem RTR em uma coorte,
relataram que a PCR elevada foi importante preditor de eventos coronarianos. Em outro
estudo Kaisar et al. (2009),demostraram associacao significativa entre niveis mais baixos de
adiponectina e aumento no risco de eventos CV em RTR do sexo masculino. Outro estudo
com RTRs, que possuiam um genotipo de predisposicdo a producdo excessiva de TNF-a
foram considerados como apresentando um risco de DCV aumentado em mais 2,45 vezes (LA
MANNA et al., 2010). Molnar et al. (2017) observaram que os niveis séricos de TNF-a e IL-6
também foram associados de forma independente com morte prematura com enxerto
funcionante.

A Hhcis é considerada um preditor independente de eventos CV entre RTR
(STOUMPOSet al., 2015). Em geral os niveis de hcis estdo associados com a reducdo da
funcdo renal, entretanto estudos relatam uma prevaléncia de Hhcis de 70% -75% mesmo em
RTR com enxerto funcionante (NEALE; SMITH, 2015). Segundo Conolly et al. (2010), RTR
com niveis elevados de hcis, apresentam risco significantemente maior de mortalidade por
todas as causas, mesmo apos ajuste para a funcdo renal. Do mesmo modo, Winkelmayer et al.
(2005a) relatou que RTR com niveis elevados de hcis, possuem aumento de 2,44 vezes no
risco de mortalidade por todas as causas, e aumento de 1,63 vezes no risco de perda do
enxerto. Enquanto, Ducloux et al. (2000), relataram um aumento de 6% no risco de DCV para
cada aumento de 1 pumol/L de hcis em RTR. Embora o uso de CsA ja tenha sido associado
com a presenca de Hhcis em RTR, outros estudos ndo encontraram tal relacdo e relataram
como determinantes da Hhcis: a creatinina, a idade, polimorfismos genéticos na enzima
MTHFR e as vitaminas B6, folato e B12 (ARNADOTTIR et al., 1998; BOSTOM et al., 1999;
2001; DUCLOUX et al., 1998; FODINGER et al.,, 2000; MACHADO et al., 2000;
WINKELMAYER et al., 2005b).

1.5 Transplante Renal e vitamina B12

Até o presente momento, ndo ha estudos que tenham avaliado a relacéo direta entre

B12 e/ou marcadores de risco intermediarios de DCV em RTR. Existem apenas poucos
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estudos que avaliaram a prevaléncia de deficiéncia de B12. Karakus et al. (2004) ao
estudarem as causas de anemia em RTR encontraram prevaléncia de deficiéncia de B12 de
40% (n= 12, amostra total: 30 pacientes que apresentavam anemia macrocitica). E o estudo
realizado por Foédinger et al. (2000) com 783 RTR, foi observado deficiéncia de B12 em 8,9%
dos pacientes (n=65). Em um estudo piloto realizado por nosso grupo de pesquisa no
ambulatorio de pos-TxR do Hospital Universitario Pedro Ernesto, da Universidade Estadual
do Rio de Janeiro (HUPE/UERJ), foi observado que um percentual significativo dos RTR
apresentavam deficiéncia de B12: 20% (n= 24, amostra total: 122 pacientes) (COSTA et
al., 2015).

Alguns fatores podem contribuir para esta elevada frequéncia incluindo o ganho de
peso excessivo que é comum apds o TXR (CHAN et al., 2014), uma vez que estudos sugerem
gue a concentracdo serica de B12 apresenta correlacdo negativa com o IMC na populagdo em
geral (AL-KHAWTANI; ABULMEATY et al., 2017; ALLIN et al., 2017; ARSHAD et al.,
2016; BALTACI et al., 2012, 2013; 2017; KANER et al., 2016; NARANG et al., 2016). De
acordo com Knight et al. (2015) para cada aumento de 1% no IMC, ha uma reducédo de 0,6%
na B12 circulante. Outro possivel fator de risco é a baixa ingestdo de alimentos de origem
animal, fontes de B12, influenciada por recomendacdes recebidas antes do TxR durante o
periodo de tempo em que 0s pacientes permaneceram com DRC em tratamento pré- dialitico
(KALANTA-ZADER; FOUQUE, 2017).

Apds revisdo da literatura foi encontrado apenas um estudo que avaliou a relacdo entre
B12 e estresse oxidativo em RTR. Campise et al. (2003), ao avaliarem a prevaléncia e a
gravidade do estresse oxidativo em RTR, encontraram no modelo multivariado associagédo
independente da B12 com estresse oxidativo (p= 0,01), o qual € um fator de risco para DCV
(CSANYI; MILLER Jr., 2014).



39

2 JUSTIFICATIVA

Existem evidéncias de que na populacdo em geral a deficiéncia de B12 esta associada
com maior risco de DCV, que constitui uma importante causa de morte apds o TXR. Apesar
de alguns estudos sugerirem que a deficiéncia de B12 seja comum em RTR, ainda néo
existem dados consistentes sobre a prevaléncia da deficiéncia de B12 nesses pacientes. Da
mesma forma, ndo existem estudos avaliando a possivel associagdo entre a deficiéncia de B12
com marcadores intermediarios de risco CV. A investigacdo do estado nutricional de B12 e da
sua associacdo com marcadores de risco CV é de extrema importancia, uma vez que a
deficiéncia desta vitamina pode ser prevenida ou mesmo tratada através de modificacGes na

dieta ou através da suplementacdo medicamentosa.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar tranversal e longitudinalmente a frequéncia da deficiéncia de vitamina B12 e a

sua associacdo com marcadoresde risco CV em RTR.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar tranversal e longitudinalmente em RTR a associagdo das concentrac@es séricas
de B12 com:
a) concentracdo sérica de homocisteina;
b) resisténcia a insulina;
c) marcadores inflamatorios;
d) reatividade microvascular cutanea;e

e) diametros vasculares retinianos
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4 METODOS

O estudo consiste em uma analise transversal e longitudinal de dados envolvendo
pacientes RTR, sem distingdo de cor da pele ou sexo, acompanhados regularmente no
ambulatério de p6s-TxR do Hospital Universitario Pedro Ernesto/ Universidade Estadual do
Rio de Janeiro (HUPE/UERJ). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HUPE/UERJ (CAAE: 38268714.0.0000.5259) com numero de parecer 870.719 e posterior
emenda com nimero de parecer 1.866.066 (ANEXO A).

4.1 Casuistica

4.1.1 Critérios de inclusio

Os pacientes incluidos nesse estudo preencheram os seguintes critérios: adultos (idade > 18
anos ¢ < 65 anos), que foram submetidos ao TxR ha minimamente 6 meses. Todos 0s
participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) antes da
inclusdo no estudo (APENDICE A).

4.1.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo pacientes: que faziam uso de suplemento de B12, uso de
polivitaminicos contendo B12, amputados, gestantes, lactantes; com diagnostico de sindrome
da imunodeficiéncia adquirida, cancer, doencas autoimunes, insuficiéncia hepética; em terapia

dialitica; assim como os impossibilitados de se comunicar.
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4.1.3 Calculo amostral

O tamanho da amostra foi calculado com base em um estudo piloto realizado pelo
nosso grupo de pesquisa (COSTA et al., 2015), no qual foi observado que 20% dos RTR
apresentavam deficiéncia de B12. Nestas condicdes, considerando um numero total de
pacientes atendidos no ambulatorio de pds-TxR de 450 e um intervalo de confianca de 95% o

tamanho minimo da amostra deveria ser de 160 pacientes.

4.2 Desenho do estudo

Os pacientes foram convidados a participar do estudo durante a consulta de rotina no
ambulatério (visita de selecdo — V0), com esclarecimento dos propositos da pesquisa. Os
individuos que aceitaram participar, assinaram 0 TCLE (APENDICE A) e foram submetidos
a avaliacdo preliminar através de entrevista abordando os critérios de inclusdo e exclusdo. Os
pacientes elegiveis para o estudo, em seguida, foram submetidos a avaliacdo da historia
clinica e estilo de vida, e todas estas informacGes foram registradas em protocolo especifico
(APENDICE B).

Ao retornarem ao HUPE para realizar os exames laboratoriais de rotina do
ambulatoriode TxR (visita 1 — V1), apds 12h de jejum, aliquotas de soro foram obtidas e
armazenadas a - 80°C no Laboratério da Disciplina de Fisiopatologia Clinica e Experimental
da UERJ (CLINEX-UERJ). Nesta visita, os pacientes tambem foram submetidos a avaliacéo
antropométrica e preencheram o questionario de avaliacdo da atividade fisica de Baecke
(ANEXO B). Os exames laboratoriais referentes ao estudo incluiram avaliagdo dos niveis
séricos de insulina, B12, hcis e de biomarcadores inflamatdrios: TNF-a, IL-8, proteina C
reativa ultra-sensivel (PCR-us) e adiponectina. Os dados obtidos em VO e V1 foram
considerados os dados do periodo basal do estudo (ou primeira fase do estudo).

Apbs cerca de 2 anos (segunda fase do estudo) os pacientes foram submetidos a nova
avaliacdo (visita 2 - V2). Neste momento (V2), quando os pacientes retornaram ao HUPE
para realizar exames laboratoriais de rotina, novas aliquotas de soro foram obtidas e
armazenadas a -80°C no Laboratério do CLINEX- UERJ para anélise dos seguintes

parametros laboratoriais: insulina, B12, hcis, PCR-us e leptina. Além disso, 0s pacientes
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foram submetidos a avaliacdo da reatividade microvascular cutanea e do didmetro dos vasos
retinianos.

A Figura 1 apresenta o desenho do estudo em relacao a selecéo , visita 1 e visita 2.

Figura 1 — Desenho do Estudo

SELECAO (V0) VISITA (V1) VISITAZ (VI)

+ Abordar o paciente; + Coletar sangue; * Coletar sangue:

» Assinar TCLE; * Avaliacio » Realizar o

+ Avaliar critérios de antropomeétrica; exame para
elegibilidade; * Preencher o avaliar a

+ Realizar avaliacio questionario de reatividade
clinica e de estilo Baecke. microvascular
devida; o cutdnea;

+ Marcar visita 1 + Realizara
(‘.:'rlj; N retinografia.

* Orientar: jejum
12h, abstencio de
alcool por 3dias.

Legenda: Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (APENDICE 1).
Fonte: A autora, 2023.

4.3 Procedimentos

4.3.1 Avaliacdo das caracteristicas clinicas e estilo de vida

As caracteristicas demogréficas e clinicas avaliadas foram registradas em protocolo
especifico (APENDICE B) e incluiram: sexo, idade, tempo de TxR, tipo de doador,
diagnéstico de comorbidades coexistentes e medicacdo imunossupressora e demais
medicagOes em uso. Foram também avaliados alguns habitos com relacéo ao estilo de vida,
como: etilismo, e tabagismo na forma de varidveis categodricas. Foi considerada resposta
positiva para etilismo quando o paciente referiu consumo de qualquer quantidade de alcool

pelo menos uma vez por semana. Em relacdo ao tabagismo foram considerados apenas 0S
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fumantes habituais, ou seja, aqueles que estavam fumando qualquer guantidade de cigarro,
diariamente ou socialmente.

A atividade fisica habitual foi avaliada na V1 através do questionario de Baecke
(BAECKE et al., 1982) (ANEXO B), que investiga a atividade fisica habitual dos ultimos 12
meses. Este instrumento é composto por 16 questBes e abrange desde a realizagdo de
atividades fisicas ocupacionais até exercicios fisicos praticados durante o tempo de lazer.

4.3.2 Avaliacdo antropométrica

A mensuracdo do peso corporal (preciséo de 0,1 kg) foi realizada em balanca digital
da marca Filizola, estando os pacientes em jejum, sem sapatos, vestindo roupas leves em
posicao ereta e com o0s bracos estendidos ao longo do corpo. A estatura foi avaliada com o
estadiometro da balanca digital com precisdo de 0,5 cm. Os pacientes ficaram descalgos, com
os bracgos estendidos ao longo do corpo e calcanhares juntos, tocando a haste vertical do
estadiébmetro. O indice de massa corporal (IMC) foi calculado dividindo-se o peso (kg) pela
estatura (m?) e a classificacdo foi realizada segundo os critérios da Organizacdo Mundial de
Saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000).

Os perimetros da cintura, do quadril e do pescoco foram obtidos com fita métrica
flexivel e inextensivel com o paciente de pé, ereto, com o abdome relaxado, bracos estendidos
ao longo do corpo e os pés unidos, com uma distancia minima para manter o equilibrio. O
perimetro da cintura (PC) foi determinado no ponto médio entre a ultima costela e a crista
iliaca, no momento da expiracdo. A avaliacdo do perimetro do quadril (PQ) foi realizada no
maior diametro da regido glatea. A razdo cintura quadril (RCQ) foi calculada pela divisao
entre os valores de PC (cm) e PQ (cm). A razdo cintura estatura (RCE) foi calculada através
da divisdo do PC (cm) pela estatura (cm) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008;
PITANGA; LESSA, 2006).

O indice de adiposidade corporal (IAC) foi calculado segundo a descri¢do de Bergman
et al. (2011). Este indice utiliza 2 medidas antropométricas (estatura e PQ) para estimar o

percentual de gordura corporal de acordo com a seguinte equacao:

TIAC (% =[ Perimetro do quadril (cm) - 18 J

estatura (m)
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O perimetro do pescogo (PP) foi mensurado segundo a descri¢do de Zhou et al. (2013),
com 0 paciente em pé, com a cabeca posicionada no plano horizontal de Frankfurt e com o
auxilio de uma fita métrica inextensivel. A borda superior da fita métrica foi posicionada logo

abaixo da proeminéncia laringea e colocada perpendicularmente ao eixo do pescoco.

4.3.3 Avaliacdo do metabolismo de vitamina B12

A B12 sérica foi dosada atraves do meétodo de quimioluminescéncia
(chemiluminescent microparticle intrinsic fator assay) usando kit comercial (ABBOTT
Laboratories Inc.) . Os pacientes foram considerados deficientes quanto a B12 utilizando-se o
ponto de corte < 200pg/mL (APARICIO-UGARRIZA et al., 2015).

A hcis foi determinada pelo método enzimatico utilizando o equipamento Cobas® com
kit comercial (Roche Diagnostics, In, USA). O ponto de corte para hcis plasmatica
considerada normal foi < 15 pmol/L (APARICIO-UGARRIZA et al., 2015).

4.3.4.Avaliacdo da resisténcia a insulina e marcadores inflamatérios

A glicemia de jejum foi determinada pelo método da glicose oxidase, por técnica
automatizada. A insulina plasmatica foi mensurada usando o0 ensaio de
eletroquimioluminescéncia Elecsys Insulin Modular Analytics E170 Cobas® 411 (Roche
Diagnostics, USA). O indice de resisténcia a insulina foi obtido utilizando-se a formula do
HOMA-IR, na qual a resisténcia é determinada pelo produto da insulinemia de jejum
(LWU/mL) e da glicemia de jejum (mmol/L) dividido por 22,5 (MATTHEWS et al., 1985).

Os biomarcadores inflamatorios avaliados foram TNF-a, IL-8, PCR-us, leptina e
adiponectina. As concentracOes séricas de TNF-o ¢ IL-8 foram determinadas por método
ELISA, utilizando Kkits comerciais (DiaSource ImmunoAssays SA, Louvain-la-Neuve,
Bélgica). A determinacdo da concentracdo sérica da PCR-us foi realizada por método de
turbidimetria (Latex de alta sensibilidade), utilizando o Kit C-reactive protein ELISA (Helica
Biosystems Inc, Fullerton, CA, USA). A leptina sérica foi determinada por método ELISA,
utilizando o kit comercial (Merck Millipore) e a adiponectina sérica foi determinada por


https://www.converter-unidades.info/Converter%2BMol%2Bpor%2Blitro%2Bde%2BMicromol%2Bpor%2Blitro.php
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método Luminex utilizando o kit comercial Human Adipokine Magnetic HADK1IMAG-61K-02
(MILLIPLEX®).

4.3.5 Avaliacdo da reatividade microvascular cutanea

A reatividade microvascular cutanea foi avaliada ap6s um periodo de 20 minutos de
repouso, com o paciente deitado em decubito dorsal em uma sala com temperatura controlada
(23 + 1°C), por meio da técnica de Laser Speckle Contrast Imaging (fluxometria laser
speckle). Esta técnica permite a avaliagdo ndo invasiva em tempo real de uma ampla area de
tecido, com resolucdo espacial muito boa e excelente reprodutibilidade (HELLMANN et al.,
2015; ROUSTIT et al., 2010). O equipamento utilizado foi o PeriCam PSI-NR (Perimed AB,
Jarfalla, Suécia) com comprimento de onda de 780 nm. As variagdes no fluxo microvascular
(dependentes e independentes do endotélio) foram avaliadas através da hiperemia reativa pos-
oclusiva (HRPO).

A oclusdo arterial foi realizada no braco ndo dominante por meio da insuflacdo do
manguito 50 mmHg acima da presséo arterial sistolica por 3 minutos e posteriormente foi
induzida a HRPO apos a rapida deflacdo do manguito. O fluxo sanguineo cutaneo foi avaliado
no antebraco antes da oclusdo arterial (periodo basal) e ap6s a deflagdo do manguito. As
imagens foram analisadas usando o software do fabricante (PIMSoft, Perimed, Jarfalla,
Sweden). As medidas do fluxo microvascular cutaneo foram expressas em unidades
arbitrarias de perfusdo (UAP), sendo divididas pela presséo arterial média para gerar dados de
condutancia vascular cutanea (CVC), expressa como UAP/mmHg.

Os parametros utilizados para quantificar a resposta do fluxo apds a ocluséo arterial
foram:

a) pico da hiperemia: valor maximo da CVC;
b) amplitude da resposta a hiperemia expressa como CVC no pico menos a
CVC no periodo basal; e

c) aareasob acurva (AUC) pds- ocluséo.
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4.3.6 Avaliacdo dos diametros vasculares retinianos

As imagens foram obtidas por uma cdmera de retinografia ndo-midridtica Topcon
TRC NWS8 (Topcon Corporation, Téquio, Japdo), seguindo-se as orientacdes do fabricante

para a obtencao de imagens. Em uma sala escura o paciente se sentou diante da camera
e apoiou seu queixo no suporte da maquina. Foi localizado o ponto de fixagcdo de imagem, que
no presente protocolo é no disco dptico. Apds um periodo de repouso para a acomodacdo
pupilar & baixa luminosidade, foi deflagrado o processo automatico de foco e disparo da foto.
Foram captadas duas imagens de cada olho, com definicdo de 12,3 MP e guardadas em
arquivo TIFF. Foi utilizada a imagem de melhor qualidade para a anélise.

A imagem digital foi processada pelo software VAMPIRE, que identifica de forma
automaética o disco optico e seu diametro. Foram definidos dois circulos concéntricos a partir
do disco que delimita uma area A, entre 0 e 0,5 didmetro do disco e uma area B entre 0,5 e 1
didametro do disco. Foram utilizados para analise os vasos contidos na area B, onde € possivel
assegurar que os elementos vasculares ja sao arteriolas e vénulas. Para o calculo do CRAE e
do equivalente da veia retiniana central (CRVE) foram selecionados 0s seis pares mais
representativos de arteriola e vénula. A relacdo A/V foi definida pela relagdo CRAE/CRVE. O
ponto onde o software analisa o segmento sera definido com o cursor. Apos a escolha do local
para analise, o processo seguiu de forma independente do avaliador e o resultado foi expresso
em pixels, multiplicado por 3,8 para alcancar o valor em micrometros (HUBBARD et al.,
1999; KNUDTSON; LEE, 2003; PEREZ-ROVIRA et al., 2011).

4.3.7 Avaliacio da taxa de filtracdo glomerular estimada

A avaliacdo da funcdo renal foi realizada através da estimativa da taxa de filtracéo
glomerular estimada (TFGe) utilizando a equagdo Chronic Kidney Disease — Epidemiology
Collaboration (CKD-EPI) de 2009 (KDIGO, 2013).
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4.4 Andlises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software STATA versdo 12.0.
O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se as variaveis continuas apresentavam
distribuicdo normal. As varidveis continuas com distribuicdo normal foram expressas como
médias aritméticas e seus respectivos erros padrdo. Ja as variaveis continuas com distribuicao

ndo normal foram expressas como mediana e intervalo interquartil. A apresentacdo das
variaveis categoricas foi realizada através do nimero absoluto e da frequéncia relativa.

Os participantes do estudo foram estratificados em dois grupos de acordo com a
presenca ou auséncia de deficiéncia de B12 (diagndstico de deficiéncia feito na primeira fase
do estudo quando nivel sérico de B12 <200 pg/mL). As compara¢fes das variaveis continuas
entre os grupos de pacientes com e sem deficiéncia de B12 foi realizada com o teste t para
amostras independentes (variaveis com distribuicdo normal) ou com o teste Mann Whitney
(variaveis sem distribuicdo normal). A apreciacdo estatistica da comparacdo de propor¢oes
entre os grupos foi realizada pelo teste qui-quadrado.

A anélise de regressao logistica multivariada foi utilizada com a finalidade de avaliar a
associacao da deficiéncia de B12 (variavel categorica) com as variaveis de interesse do
estudo, fazendo ajustes para fatores de confundimento. As correlacdes entre a concentracdo
sérica de B12 (varidvel continua) e variaveis de interesse foram realizadas pelo teste de
correlagdo de Pearson ou Spearman conforme apropriado. Correlagdes parciais controladas
para confundidores também foram utilizadas. O nivel de significancia estatistica adotado foi
p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Primeira fase do estudo

Na primeira fase do estudo, 368 pacientes participaram da visita de selecdo (VO0).
Dentre estes, 148 ndo preencheram os critérios de elegibilidade. Dos 220 individuos
agendados para a visita 1 (V1), houve um 6bito e uma gestacédo, totalizando 218 pacientes

incluidos nas analises estatisticas da primeira fase do estudo (Figura 2).

Figura 2 - Representagdo esquematica do fluxo de participantes da 12 fase do estudo

Visita de Selecio (V0)
(n=368)
Excluidos (n=148)
Inadequacio aos critérios de
mclusio e exclusio
Visita 1 (V1)
(n=220)

Excluidos (n=2)
Obito (n=1)
Gravidez (n=1)

Incluidos nas analises
estatisticas
(n=218)

Fonte: A autora, 2019.

No grupo total de participantes do estudo a média/mediana de idade foi de 49,0 (41,0 —
55,0) anos, do tempo po6s-TxR foi de 115,0 (26,0 — 171,0) meses, da TFGe foi de 52,44 + 1,41
ml/min e da concentracdo sérica de B12 foi de 320,0 (240,0 — 457,0) pg/mL. A analise da
presenca de deficiéncia de B12 revelou que 14% (n= 31) da amostra apresentavam deficiéncia
de B12 (Gréfico 1).
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Gréfico 1 - Classificacdo do estado nutricional de vitamina B12 dos participantes do estudo

14%
(n=31)

86%
(n=187)
L] Estado nutricional de B12
| adequado (>200 pg/mL) Estado
nutricional de B12 deficiente
(<200 pg/mL)

Legenda: vitamina B12 (B12).
Fonte: A autora, 2019.

As caracteristicas demograficas, clinicas e do estilo de vida dos participantes do
estudo, de acordo com o estado nutricional de B12 estdo apresentadas na Tabela 1. Ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre o grupo com estado nutricional de
B12 adequado e o grupo com estado nutricional de B12 deficiente em relacdo a idade, sexo,
tempo de TxR, estilo de vida, variaveis do questionario de atividade fisica habitual, tipo de

doador, comorbidades atuais e doenca de base para a DRC.
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Tabela 1 — Caracteristicas demograficas, clinicas e do estilo de vida dos receptores de

transplante renal, de acordo com o estado nutricional de vitamina B12

Caracteristicas Estado Nutricional de vitamina B12 p
Adequado Deficiente
(n=187) (n=31)
Idade (anos) 49,0 (40,0-55,0) 50,0 (44,0-58,0) 0,25
Sexo masculino (n; %) 102 (55%) 19 (61%) 0,48
Tempo de transplante (meses) 116,0 (26,0-168,0) 61,0 (26,0-182,0) 0,96
Estilo de vida (n; %)
Etilismo 15 (8%) 3 (10%) 0,76
Tabagismo 4 (2%) 0 (0%) 0,41
Variaveis do questiondrio de atividade fisica habitual
indice trabalho 2,79+ 0,05 2,89 40,13 0,49
indice esporte 2,25 (1,75-2,75) 2,00 (1,75-2,50) 0,51
indice lazer 2,63+0,05 2,60+0,13 0,80
Escore total 7,73+0,11 7,66 + 0,28 0,80
Tipo de doador (n; %)
Vivo relacionado 88 (47%) 10 (32%) 0,25
Vivo ndo relacionado 14 (8%) 2 (7%)
Falecido 85 (46%) 19 (61%)
Comorbidades (n; %)
Hipertensdo 151 (81%) 26 (84%) 0,68
Diabetes 37 (20%) 8 (26%) 0,44
Dislipidemia 146 (79%) 24 (77%) 0,89
Doenca de base para a DRC (n; %)
Hipertensao 63 (35%) 13 (42%) 0,60
Diabetes 12 (7%) 1 (3%)
Glomerulopatias 44 (24%) 7 (23%)
Outras* 23 (13%) 6 (19%)
Desconhecida/indeterminada 39 (22%) 4 (13%)

Legenda: doenga renal cronica (DRC); Doenca renal policistica, pielonefrite, nefrolitiase e uropatia obstrutiva

(*); grupo adequado vs. grupo deficiente em vitamina B12( p-valor).

Nota: Variaveis com distribuicdo normal expressas como média + erro padrdo; variaveis com distribui¢do nao
normal expressas como mediana (intervalo interquartil). Varidveis categoricas expressas como valor

absoluto e percentual.
Fonte: A autora, 2019.

N&o foram encontradas diferengas nas variaveis laboratoriais e nas medicagcdes em

uso, incluindo imunossupressores, metformina e IBPs, entre os grupos com estado nutricional

de B12 adequado e deficiente (Tabela 2).
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Tabela 2 — Variaveis laboratoriais e medicacGes dos receptores de transplante renal, de
acordocom o estado nutricional de vitamina B12

Caracteristicas Estado Nutricional de vitamina B12 p
Adequado Deficiente
(n=187) (n=31)
Variaveis Laboratoriais
Ureia (mg/dL) 46,5 (37,0 - 60,0) 47,0 (37,0-73,0) 0,43
Creatinina (mg/dL) 1,45 (1,10 — 1,90) 1,50 (1,29 - 1,80) 0,48
TFGe (mL/min/1,73m?) 53,19+ 1,58 47,94 +2,62 0,19
Acido urico (mg/dL) 6,4(52-77) 6,9 (53-8,8) 0,26
Colesterol total (mg/dL) 193,0 (163,0 — 226,0) 182,0 (152,0 — 221,0) 0,32
HDL colesterol (mg/dL) 49,6 (42,0 - 61,0) 48,0 (40,0 - 58,0) 0,63
LDL colesterol (mg/dL) 110,7 (87,0 — 135,0) 101,4 (67,0 — 128,5) 0,14
Triglicerideos (mg/dL) 143,0 (103,0 — 190,0) 177,0 (133,0 — 205,0) 0,11
Célcio (mg/dL) 9,9(9,5-10,3) 9,8 (9,0-10,2) 0,12
Fésforo (mg/dL) 3,37 £ 0,05 3,16 £ 0,16 0,15
Sédio (mEg/L) 139,95 + 0,22 140,17 £ 0,57 0,72
Potéssio (MEq/L) 4,4 (4,0-47) 43(4,0-47) 0,69
Proteinas totais (g/dL) 7,2(6,9-77) 7,2(6,8-7,5) 0,32
Albumina (g/dL) 4,5 (4,3-4,8) 45 4,2-47) 0,48
Hormonio da paratireoide (pg/mL) 78,9 (52,1 -140,7) 105,8 (56,9 — 137,9) 0,23
Vitamina D (ng/mL) 28,1 (22,4 -38,1) 32,3 (18,6 — 49,6) 0,50
Proteinuria (mg/g) 9,2(50-21,1) 9,9 (39-22,0) 0,61
Medicacéo
Imunossupressores (n; %)
Prednisona 177 (97%) 31 (100%) 0,31
Tacrolimus 80 (43%) 13 (42%) 0,89
Micofenolato 96 (52%) 17 (55%) 0,76
Ciclosporina 29 (16%) 8 (26%) 0,17
Azatioprina 43 (23%) 4 (13%) 0,20
Rapamicina/Sirolimus/Everolimus 45 (24%) 4 (13%) 0,17
Outras medicagdes (n; %)
Anti-hipertensivos 151 (81%) 26 (84%) 0,68
Hipolipemiantes 78 (43%) 14 (45%) 0,79
Hipoglicemiantes orais 20 (11%) 4 (13%) 0,76
Metformina 19 (10%) 4 (13%) 0,68
Insulina 11 (6%) 3 (10%) 0,43
Inibidores bomba de protons 33 (18%) 7 (23%) 0,51
Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe); grupo adequado vs. grupo deficiente em vitamina B12
(p-valor).

Nota: Varidveis com distribuicdo normal expressas como média + erro padrdo; varidveis com distribuicdo ndo
normalexpressas como mediana (intervalo interquartil).
Fonte: A autora, 2019.
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Quanto as variaveis antropométricas apresentadas na Tabela 3, o PC foi
significativamente maior no grupo com estado nutricional deficiente de B12; enquanto as
demais variaveis ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupo

com estado nutricional de B12 adequado e deficiente.

Tabela 3 — Valores das varidveis antropométricas dos receptores de transplante renal, de

acordo com o estado nutricional de vitamina B12

Estado Nutricional de vitamina B12 p
Variaveis Adequado Deficiente
(n=187) (n=31)

Indice de massa corporal (kg/m?) 25,5(22,8 - 29,2) 26,0 (23,9 -30,1) 0,24
indice de adiposidade corporal (%) 29,2 (25,6 — 33,7) 29,2 (26,0 — 36,4) 0,47
Perimetro da cintura (cm) 90,0 (82,0 — 100,0) 96,0 (88,0 — 102,5) 0,04
Perimetro do quadril (cm) 99,0 (93,0 — 106,0) 103,0 (93,8 — 108,5) 0,18
Raz&o cintura quadril 0,91 (0,84 - 0,97) 0,94 (0,89 — 0,98) 0,26
Razdo cintura estatura 0,55 (0,50 - 0,62) 0,56 (0,54 — 0,63) 0,13
Perimetro do pescoco (cm) 36,83+ 0,26 37,59 £ 0,52 0,27

Legenda: grupo adequado vs. grupo deficiente em vitamina B12 (pvalor).

Nota: Varidveis com distribui¢do ndo normal expressas como mediana (intervalo interquartil).

Fonte: A autora, 2019.

Devido a influéncia da funcdo renal nas variaveis laboratoriais relacionadas com o
metabolismo da B12, a resisténcia a insulina, os biomarcadores inflamatérios e os parametros
vasculares, os dados a seguir serdo apresentados no grupo total de participantes e também
apenas nos individuos com TFGe > e < 60 ml/min.

Os valores das variaveis laboratoriais relacionadas com o metabolismo da B12 dos
RTR, de acordo com o estado nutricional de B12 estdo apresentados na Tabela 4. No grupo de
individuos com estado nutricional de B12 deficiente, apenas 6 apresentavam TFGe > 60
ml/min e destes, apenas 1 possuia a dosagem de hcis, desta forma, ndo foi possivel determinar
a mediana e o intervalo interquartil desta variavel neste grupo de participantes (Tabela 4).
Né&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos em relacéo
as seguintes variaveis: hcis, acido folico, hemoglobina, hematdcrito e CHGM. Entretanto, o
VGM e a HGM, foram significativamente maiores no grupo com deficiéncia de B12, tanto na
andlise incluindo o grupo total de participantes, quanto na andlise incluindo sé individuos com
TFGe < 60 mL/min.
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Tabela 4 — Variaveis laboratoriais relacionadas com o metabolismo da vitamina B12 de
Acordo o estado nutricional de vitamina B12

Estado Nutricional de vitamina B12

P

Variaveis Adequado Deficiente

(n=187) (n=31)

Vitamina B 12 (pg/ml) 361,0 (281,5-481,5) 158,0 (147,0 — 187,0) <0,001
TFGe > 60 mL/min 379,0 (290,0 — 481,0) 136,0 (111,0 - 187,0) <0,001
TFGe < 60 mL/min 350,0 (269,0 — 482,0) 162,0 (152,0 — 186,0) <0,001

Homocisteina (umol/L) 16,74 (14,28 — 21,19) 18,16 (16,51 — 22,20) 0,29
TFGe > 60 mL/min 15,56 (12,31 — 17,92) *
TFGe < 60 mL/min 17,24 (14,77 — 22,9) 17,49 (16,51 — 22,20) 0,85

Acido félico (ng/mL) 8,4 (5,6 —10,9) 7,90 (6,2 — 11,3) 0,83
TFGe > 60 mL/min 8,85 (7,1 -12,7) 7,65 (5,3 -8,5) 0,09
TFGe < 60 mL/min 7,9(5,4-10,3) 7,9(6,3-12,4) 0,40

Hemoglobina (g/dL) 12,7 (11,7 -14,1) 12,5 (10,3 - 13,6) 0,19
TFGe > 60 mL/min 13,5 (12,4 - 14,3) 12,5 (8,6 — 14,0) 0,20
TFGe < 60 mL/min 12,4 (11,2 - 13,5) 12,5 (10,6 — 13,5) 0,80

Hematocrito (%) 38,7 (35,3-42,4) 37,5 (31,7 -40,8) 0,17
TFGe > 60 mL/min 40,7 (36,7 — 43,5) 37,1(255-41,3) 0,19
TFGe < 60 mL/min 37,8 (34,0-41,2) 37,5 (32,4 -40,7) 0,69

VGM (fl) 86,25 + 0,66 90,30 £ 1,59 0,02
TFGe > 60 mL/min 87,60 £ 0,85 89,93+ 0,35 0,42
TFGe < 60 mL/min 85,58 + 0,88 90,38 +£1,91 0,02

HGM (pg) 28,32 £ 0,24 29,67 £ 0,54 0,03
TFGe > 60 mL/min 29,11 £ 0,34 29,98 + 0,53 0,45
TFGe < 60 mL/min 27,92 £0,31 29,61 £ 0,64 0,02

CHGM (g/dL) 32,82 £0,09 32,87 £0,21 0,83
TFGe > 60 mL/min 33,21+£0,15 33,33 £ 0,64 0,83
TFGe < 60 mL/min 32,62+0,12 32,78 £0,23 0,60

Legenda: taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe); volume globular médio (VGM); hemoglobina globular
média (HGM); concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM); apenas 1 participante no grupo
(*); grupo adequado vs. grupo deficiente em vitamina B12 (p-valor).
Nota: Variaveis com distribuicdo normal expressas como média + erro padrdo; variaveis com distribuicdo nao
normalexpressas como mediana (intervalo interquartil).
Fonte: A autora, 2019.

Tendo como objetivo verificar se a deficiéncia de B12 pode apresentar associagédo
coma concentracdo sérica de hcis apds ajustes para confundidores, foi realizada a analise de
regressdo logistica utilizando a deficiéncia de B12 como varidvel categdrica e a concentragdo
de hcis como varidvel continua. Nao foi observada associagdo significativa da deficiéncia B12
com a concentragdo sérica de hcis ap0s ajustes para idade, sexo, tempo TxR e TFGe (dados
ndo apresentados).

Anélises de correlacdo também foram utilizadas visando avaliar a concentracéo

séricade B12 como variavel continua. Nas analises de correlacdo foi observada associagdo
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negativa entre B12 sérica e hcis considerando-se o grupo total de participantes e 0s
participantes com TFGe > 60 ml/min. Entretanto, ap0s ajustes para confundidores (idade,
sexo, tempo pos TxRe TFGe) essa associacdo deixou de ser significativa. Nos pacientes com
TFGe > 60 ml/min foi observada associagéo positiva da B12 com hemoglobina e hematocrito
apos ajustes para confundidores. Foram encontradas correlac@es negativas da concentragdo
sérica de B12 com o VGM e o HGM no grupo total de participantes e também nos
participantes com TFGe < 60 ml/min nas analises sem ajustes para confundidores que foram

mantidas apos ajustes para tais fatores (Tabela 5).

Tabela 5 - Correlagdo da concentracdo sérica de vitamina B12 com parametros relacionados

com o0 metabolismo da vitamina B12

Correlacio Correlacio Parcial® Correlacio Parcial**
Variaveis
r p r P r P
Homocisteina (punolL) 025 0,02 -0.22 0,05 -0,13 0,17
TFGe = 60 ml/min -0.47 0,02 -0.54 0,01 -0,42 0,03
TFGe < 60 mlimin -0.13 0,33 -0.03 0,85 -0,11 0,43
Acido félico (ng/mL) 0,11 0.13 0,09 0.20 0,08 0,25
TFGe = 60 ml/min 0,22 0,08 0.23 0,06 0,23 0,03
TFGe < 60 ml/min 0,02 0,77 -0,01 0,88 -0,02 0,83
Hemoglobina (g/dL) 0.01 0.91 0.13 0,05 0.11 0.13
TFGe = 60 ml/min 0,17 0,15 032 0,008 031 0,01
TFGe < 60 ml/min -0,09 0,29 0,06 0,47 0,10 0,22
Hematoerito (%) -0,01 0,87 0,13 0,05 0,11 0,12
TFGe = 60 ml/min 0,11 0,35 0,28 0,02 029 0,02
TFGe < 60 ml/min -0,09 0,28 0.07 0,42 0,11 0,19
VGM (fl) -0,19 0,02 -0.23 0,005 -0,23 0,005
TFGe = 60 ml'min -0,09 0,35 -0,1a 0,31 -0,13 0,39
TFGe < 60 ml/min -0,26 0,008 -0.26 0,008 -0,27 0,008
HGM (pg) 0,15 0,06 20,20 0,01 021 0,01
TFGe = 60 ml/min 0,02 0,90 -0.08 0,54 -0,10 0,34
TFGe < 60 ml/min -0,26 0,007 -0.25 0,01 -024 0,01
CHGM (g/dL) 0,002 0,98 0,01 0,92 0,006 0,94
TFGe = 60 ml/min 0,14 0,36 0,10 0,33 0.03 0,76
TFGe < 60 ml‘min -0,07 0,47 -0,03 0,79 0,004 0,97

Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe); volume globular médio (VGM); HGM =
hemoglobina globular média (HGM); concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM); apds
ajustes para idade, sexo e tempo pdés-transplante (*); apds ajustes para idade, sexo, tempo pés-
transplante e taxa de filtracdo glomerular estimada (**).

Fonte: A autora, 2019.
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O percentual de pacientes apresentando Hhcis foi maior nos individuos com
deficiéncia de B12 em comparacdo com aqueles sem deficiéncia, embora sem significancia

estatistica (Grafico 2). A concentracdo sérica de B12 foi significativamente menor no grupo
com Hhcis (Grafico 3).

Gréfico 2 — Prevaléncia de hiperhomocisteinemia de acordo com a presenca de deficiéncia
devitamina B12
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Grupo total TFGe =60 ml'mm TFGe = 60 ml'min

B Estado nutricional d= B12 adequade (=200 pg/mL)

¥ Estado nutricional de B12 deficients (<200 pg/mL)

Legenda: taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe); vitamina B12 (B12).

Nota: Valor p > 0,05 para comparacao grupo sem deficiéncia B12 vs. grupo com deficiéncia B12.
Fonte: A autora, 2019.

Grafico 3 — Concentracdo sérica de vitamina B12 de acordo com a presenca de
hiperhomocisteinemia
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u Sem Hiperhomocisteinemia (<15 umol/L }
u Com Hipethomocistememia (=13 pmolL )

Legenda: TFGe = taxa de filtracdo glomerular estimada

Nota: Valor p < 0,05 para comparacdo grupo sem hiperhomocisteinemia vs. grupo com hiperhomocisteinemia.
Fonte: A autora, 2019.
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N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos com
estado nutricional de B12 adequado e deficiente, com relagdo as varidveis laboratoriais
relacionadas com o metabolismo de glicose, mesmo ap6s a exclusdo dos individuos em uso de
hipoglicemiantes orais e/ou insulina (Tabela 6). Nas analises de regressdo logistica ajustadas
para idade, sexo, tempo de TxR, TFGe e IMC ndo foi observada associagéo da deficiéncia de

B12 com glicose, insulina e HOMA-IR (dados ndo apresentados).

Tabela 6 — Variaveis laboratoriais relacionadas com o metabolismo da glicose de acordo o

estado nutricional de vitamina B12

Estado MNutricional de vitamima BI2 P

Variaveis

Adegquado Deficiente
{n=187) {n=131)
Todos os pacientes

Ghicoze (mg/dL) 93,0(85,0-107,0) 05,0 (33,9 -90.0) 0,74
TFGe = 60 mlmin 96,0 (B6,0-113,00 80,0 (83,0 -55.0 044
TFGe < 60 ml'min 92.0(83,0-1050) 97,0 (B5,0-99.0) 0,78

Insulina (pullimL} 0.5(689-1533) 11,41 (854-1521) 0.46
TFGe = 60 mlmin 11,64 (B28-184) 897(7,01-1341) 0.40
TFGe < 60 ml'min 8,72 (6,04 - 14.14) 12,20(8,68-15.21) 0,13

HOMA-TE. 235(1,49-395) 2.60(1,90-3.25) 0.69
TFGe = 80 mlmin 2.920(1,82-431) 242 (2,00 - 2.86) 0.47
TFGe < 60 ml/min 2.07(148-341) 2.20(1.90-3.48) 0.27

Pacientes que ndo usavam hipoglicemiante oral e/ou insulina
Estado Nutricional de vitamina B12
Adequado Deficiente
(n=150) {n=123)

Glicose (mg/dL}) 01,0 (83,0 98.0) 020 (83.0-98.0) 0.96
TFGe = 60 ml/min 01,0 (85,0- 103,09 85.5 (30,0 - 90,00 023
TFGe < 60 ml'min 00,0 (83.0-97.0) 05,0(35.0-98.0) 0,30

Insulina {pll/mL}) 8,12 (5,88 -15,15) 11410862 -143T) 0.33
TFGe = 60 ml/min 11,69 (8,02 -18.1) 1341 (10,90 - 15,51} 0.74
TFGe < 60 mlmin 243 (5,04-13,75) 11,25 (8,6 - 13,72 020

HOMA-IR. 207(148-343) 2.69(1,%0-314) 0.38
TFGe = 60 ml/min 2553(1,74-429) 282(237-326) 0,91
TFGe < 60 ml'min 180(138-297) 2.69(1,76-3,00) 0,18

Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe); modelo de avaliagdo da homeostase deresisténcia a
insulina (HOMA-IR); grupo adequado vs. grupo deficiente em vitamina B12 (p-valor).
Nota: Variaveis com distribui¢do ndo normal expressas como mediana (intervalo interquartil).

Fonte: A autora, 2019.

Do mesmo modo, nas analises de correlacdo, mesmo apds ajustes para idade, sexo,
tempo pés TxR, TFGe e IMC, ndo foram encontradas correlagBes significativas entre a
concentracdo sérica de B12 e parametros laboratoriais relacionados com o metabolismo de
glicose; inclusive apds a exclusdo dos individuos em uso de hipoglicemiantes orais e/ou

insulina (Tabela 7).
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Tabela 7 — Correlagdo da concentracdo sérica de vitamina B12 com varidveis laboratoriais

relacionadas com o metabolismo da glicose

Correlacio Currni!a:_:ﬁu Cnrne-laqi_n Cnrr:elag_ﬁn

Variaveis Parcial* Parcial** Parcial*#*

r P r P r P r P

Todos oz pacientes
Glicose (mg/dl) 0,05 0,51 -0,002 093 -0.01 034 0001 D58
TFGe = &0 ml'min 0,05 0,66 0,02 050 -0,04 0,76 -0,02 0.87
TFZe < 60 ml'min 0,08 045 0,004 0,96 0,02 0,35 0,02 0,78
Insulina (plliml) 0,10 0,17 -0.10 021 -0.11 0,16 -0,08 0,26
TFGe = 50 ml'mn 0,11 0.3% 0,14 0.2% -0.11 044 -0,12 038
TFGe < 60 mlimin 013 0,17 -0.10 023 0,10 031 -0,08 043
HOMA-TR 0,00 0,25 -0.08 031 0,05 0,22 -0,07 036
TFGe = 60 ml'min 0,10 046 -0.14 0.2% -0.11 04l -0,13 033
TFZe < 60 ml'min -0,11 0,23 -0.08 041 -0,07 048 -0,04 0,66
Pacientes que ndo nsavam hipoglicemiante oral e/'on insulina

Glicose (mg/dl) 0,035 0,50 -0,004 096 0,008 051 0,02 0,83
TFGe = 50 ml'min 0,06 0,63 0,03 0.5% 0,06 067 0,10 047
TFGe < 60 ml'min 012 020 -0.06 0,54 0,05 059 -0,03 0,71
Insulina (pliml) 015 0,07 40,13 0.0% 0,16 0,07 -0,13 012
TFZe = 50 ml'min 0,22 0,14 -0.26 0,0% -0.20 0,20 -0.21 0.20
TFGe < 60 ml'min 0,17 0.0% 0,13 0,14 -0.15 0,13 -0,12 028
HOMA-TE. 0,12 0,17 0,12 017 0,13 0,13 -0,10 023
TFGe = 50 ml'min 014 0,335 021 0,13 -0.15 033 -0.16 034
TFGe = 60 ml'min 0,18 0,12 0,14 017 -0.14 012 -0.10 035

Legenda: taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe); HOMA-IR= modelo de avaliagdo da homeostase de
resisténcia a insulina (HOMA-IR); Apds ajustes para idade, sexo e tempo pds-transplante (*);Apds
ajustes para idade, sexo, tempo pds-transplante e taxa de filtragdo glomerular estimada (**); Apos
ajustes para idade, sexo, tempo pos-transplante, taxa de filtragdo glomerular estimada e indice de
massa corporal (***).

Fonte: A autora, 2019.

Em relagdo aos marcadores inflamatorios ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os grupos com estado nutricional de B12 adequado e deficiente mesmo
apos estratificacdo de acordo com a TFGe. No grupo de individuos com estado nutricional de
B12 deficiente, apenas 6 apresentavam TFGe > 60 ml/min e destes, apenas 1 possuia as
dosagens de adiponectina, TNF-a e IL-8; desta forma, ndo foi possivel determinar a mediana
e o intervalo interquartil destas varidveis, neste grupo de participantes (Tabela 8). Na
regressdo logistica ajustada para confundidores (idade, sexo, tempo TxXR, TFGe e IMC) a
deficiéncia de B12 ndo se associou com os biomarcadores inflamatérios (dados néo

apresentados).



Tabela 8 — Biomarcadores inflamatorios de acordo o estado nutricional de vitamina B12

Estado Nutricional de vitamina B12 P

Variaveis

Adequado Deficiente
(n = 187) (n=31)

PCR-us (mg/dL) 0,26 (0,14 -0,37) 0,20(0,14 — 0,40} 0.47
TFGe = 60 ml/min 0.27(0,17-0,70) 0,19(0,08 - 0.31) 0,24
TFGe < 60 ml/min 0,24 (0.14-0,50) 0,20(0.14 - 0.41) 0,82

Adiponectina (meg/mL) 22,40 (14,91 - 32,68) 23312275 -31.81) 0.28
TFGe = 60 ml/min 192 (13,17 - 28.12) # -
TFGe < 60 ml/min 23,38 (15,70 -33,64) 23,79(22,75-31.81) 0,63

TNF-a (pg/mL) 4.32(1.00 - 9.26) 3,53 (1.00-11.25) 0,89
TFGe = 60 ml/min 2,78 (1,00 -6,25) = -
TFGe < 60 ml/min 5.99(2,27-10.99) 3,61(1.00-1125) 0,89

Interlencina-8 (pg/ml) 64,36 (36,8 - 103.2) 37.63(7,37-04,83) 0,09
TFGe = 60 ml/min 76,34 (4437 - 133.1) # -
TFGe < 60 ml/min 30,51 (35.96 —90,563) 39,75 (26,71 - 94.83) 0.38

Legenda:taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe); proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us); fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a); Apenas 1 participante no grupo (*); grupo adequado vs. grupo deficiente
em vitamina B12 (p-valor).

Nota: Variaveis com distribui¢do ndo normal expressas como mediana (intervalo interquartil);

Fonte: A autora, 2019.

Nas analises de correlacdo ndo foram observadas associacfes significativas da B12

séricacom biomarcadores inflamatorios, mesmo apos ajustes para confundidores (Tabela 9).

Tabela 9 — Correlagdo da concentracdo sérica de vitamina B12 com biomarcadores
inflamatorios

Correlacio Correlacio Correlacio Correlacio

Variaveis ) Parcial*® Parcial** Parcial***

r P r P r P r P
PCE-us (mg/dL) -0.08 0.33 -0.09 028 -0,08 0,33 0,05 0,36
TFGe = 60 ml/imin 0,07 0,653 20,05 0,74 0,03 0,83 0,008 0,96
TFGe < 60 ml/min -0.09 0.36 -0.11 0.29 -0,12 0,27 -0,07 0,30
Adiponectina (meg/ml) 0,004 0.97 0,04 0,77 0,07 0,60 0,08 0,34
TFGe = 60 ml/imin 0.08 0.70 0.14 033 0,18 0,44 0,28 0.24
TFGe < 60 ml/min 0,02 0,88 0,04 0.83 0,04 0,83 0,04 0,83
TNF-u (pg/mL) -0,09 0.46 -0,09 043 -0,05 0,66 -0,06 0,64
TFGe = 60 ml/imin -0.02 0.93 0,07 0,78 -0,14 0,59 0,24 038
TFGe < 60 ml/min -0,08 0,53 -0.,07 0,64 -0,11 0,46 0,12 041
Interleucina-8 (pg/ml) 0.10 0.40 0,10 0.41 0,08 0,51 0,08 049
TFGe = 60 ml/imin 0.16 0.48 -0.02 0.87 0.41 0,10 0.41 0.11
TFGe < 60 ml/min 0.03 0.72 -0.02 0.87 -0,08 0,66 0,05 0,72

Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe); proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us); fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a); Apds ajustes para idade, sexo e tempo pés-transplante (*); Apds ajustes
para idade, sexo, tempo pos-transplante e taxa de filtracdo glomerular estimada (**); Apos ajustes
para idade, sexo, tempo pos-transplante, taxa de filtragdo glomerular estimada e indice demassa
corporal (***).

Fonte: A autora, 2019.
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5.2 Segunda fase do estudo

Apos 20 a 30 meses (em média 25 meses) 0s participantes do estudo foram novamente
avaliados. Participaram desta avaliagcdo 171 pacientes, sendo 151 do grupo sem deficiéncia de
B12 e 20 do grupo com deficiéncia de B12 (Figura 3). As causas para as perdas de
acompanhamento incluiram 6bito, hemodidlise, retransplante, gravidez, diagnéstico de HIV™,

transferéncia para outro hospital, e falta de interesse em participar do estudo.

Figura 3 - Representacdo esquematica do fluxo de participantes da 22 fase do estudo

Pacientes incluidos na 1* faze do
estudo (V1)
(n=218)
Grupo sem Grupo com
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m=18T) m=31)
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Hemodialise (n= 9}
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Gravidez (n= 1)
HIV = 1)

Perdas (n=11)

Obito (n=1)
Hemodialize (n= 3)
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Transferéncia (n=2)

Pacientes incluwidos na 2*

fase do estudo

(n=131)

Pacientes incluidos na 1™
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(=200

Fonte: A autora, 2019.

Os resultados da segunda fase do estudo serdo apresentados considerando-se o
diagndstico de deficiéncia de B12 e os niveis séricos de B12 obtidos na primeira fase do
estudo em relacdo aos dados obtidos na segunda fase. Dentre os 171 pacientes avaliados na
segunda fase do estudo, 164 realizaram nova avaliacdo da concentracdo sérica de B12, sendo
observada uma frequéncia de deficiéncia de B12 de 4% (n=7). Destes sete participantes, com

deficiéncia de B12 na segunda fase do estudo, quatro ndo apresentavam deficiéncia na
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primeira fase.

Os valores das varidveis laboratoriais relacionadas com o metabolismo da B12 nos
RTR, estdo apresentados na Tabela 10. Foram encontrados valores significativamente
menoresde B12 (avaliada na segunda fase do estudo) no grupo com deficiéncia de B12, tanto
nas analises do grupo total, quanto nas andlises estratificadas pela TFGe. Com relagdo a
HGM, foram encontrados valores significativamente maiores nos individuos com deficiéncia
de B12,tanto no grupo total, quanto naqueles individuos com TFGe > 60 mL/min. A
concentracdo sérica de hcis ndo diferiu entre os grupos com e sem deficiéncia de B12. Na
regressdo logistica com ajuste para confundidores (idade, sexo, tempo de TxR e TFGe) a
deficiéncia de B12 n&o se associou com a concentracdo de hcis (dados ndo apresentados).

Tabela 10 — Variaveis laboratoriais relacionadas com o metabolismo da vitamina B12
avaliadas na segunda fase do estudo de acordo o estado nutricional de vitamina

B12 avaliado na primeira fase do estudo

Estado Nutricional de vitamina B12 P

Variaveis

Adequado Deficiente
(n=1%1) (n=20)

Vitamina B12 (pg/ml) 3032 (298.0-338.8) 234.45(227,4-292.0) =0,0001
TFGe = 60 mL/'min 382,6 (2952 -4049 228.0¢202,0-229.00 0,0005
TFGe < 60 mL/min 414 8 (3120 — 355.1) 2404 (227920200 0,003

Homocisteina (umolL) 1744 (14,64 — 22.13) 20,79 (14,97 - 26,39 0,33
TFGe = 60 mL/min 14,82 (12,28 -17.33) 18,25 (15,31 -22.26) 0,17
TFGe < 60 mL/min 19,23 (16,57 - 23.61) 26,39 (14,97 - 30,81) 042

Hemoglobina (g/dL) 13,680,109 1326 =033 0,40
TFGe = 60 mL/min 14,20 = 0,26 1398032 0,74
TFGe < 60 mL/min 1332023 12,70 = 0,42 037

Hematderito (%) 41,39 =054 3082=1,03 0,27
TFGe = 60 mL/min 4260 =074 41952133 0.70
TFGe < 60 mL/min 4049 =073 3318127 0,24

VGM (fl) 86,16 =037 8761 =143 033
TFGe = 60 mL/min 8640 =083 8751172 0.64
TFGe < 60 mL/min 8302077 8769222 0.41

HGM (pg) 2832=0.24 2067034 0,03
TFGe = 60 mL/min 2824 =034 3035077 0,01
TFGe < 60 mL/min 2840033 2887070 0.9

CHGM (g/dL) 33,0032,1-337 33,3(32,5-33.9 0,24
TFGe = 60 mL/min 33,1{3243-3385 33.4(32,5-33.20) 0.66
TFGe < 60 mL/min 32.8(319-338) 333(328-337) 023

Legenda:volume globular médio (VGM); hemoglobina globular média (HGM); concentracdo de hemoglobina
globular média (CHGM); grupo adequado vs. grupo deficiente em vitamina B12 (p-valor).

Nota: Variaveis com distribuicdo normal expressas como média + erro padrdo; varidveis com distribuicdo ndo
normal expressas como mediana (intervalo interquartil).

Fonte: A autora, 2019.

Nas analises de correlagdo, foram encontradas associacBes positivas entre a
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concentracdo sérica de B12 avaliada na primeira fase do estudo e a avaliada na segunda fase

do estudo, tanto no grupo total, quanto nas analises estratificadas pela TFGe; as quais se

mantiveram mesmo apods ajustes para confundidores (Tabela 11). Considerando-se as analises

ajustadas para todos os fatores de confundimento (idade, sexo, tempo de TxR e TFGe), a B12

sérica avaliada na primeira fase do estudo apresentou:

a)

b)

c)

associacao positiva com hematdcrito nos pacientes com TFGe < 60
ml/min;

associacdo negativa com 0 VGM e a CHGM nos individuos com TFGe <
60 ml/min; e

associacdo negativa com a HGM nos participantes com TFGe > 60 ml/min.

Tabela 11 - Correlacdo da concentracdo sérica de vitamina B12 avaliada na primeira fase do

estudo com pardmetros relacionados com o metabolismo da vitamina B12

avaliados nasegunda fase do estudo

Correlacio Correlagio Parcial*  Correlacio Parcial**
Variaveis
r P r p r P
Vitamina B12 (pg/mL) 0.67 =0,0001 0,58 =0,0001 0.62 <0,0001
TFGe= 60 ml'min 0,66 <0,0001 0.61 =0,0001 0.70 <0,0001
TFGe < 60 ml/min 0,67 =0,0001 0,59 =0,0001 0.37 <0,0001
Homocizteina (umolL) -0.13 0,24 -0.10 037 -0.14 0.24
TFGe = 60 ml'min -0.20 0.27 -0.27 0.16 -0.24 022
TFGe < 60 ml'min -0,03 0,73 -0.01 0,95 -0.04 0.81
Hemoglobina (g/dL) -0,02 0,78 0,04 0,62 0,05 0,30
TFGe= 60 ml'min -0,09 0.43 -0.04 0,76 -0.05 0.69
TFGe < 60 ml'min -0,01 0,92 0,08 0.44 0,15 0.16
Hematderito (%4) 0,003 0,97 002 0,34 0,09 0,26
TFGe = 60 ml'min -0,09 0.47 -0,05 0,72 -0.06 0.64
TFGe < 60 ml'min 0,02 0,52 0,13 0,14 0.23 0,03
VGM () -0,09 0.24 -0.11 0.16 -0.11 0.16
TFGe = 60 ml'min 0,10 0,43 0,03 0,70 0,04 0.75
TFGe < 60 ml'min -0.21 0,04 -0.23 0,03 -0.24 0,02
HGM (pg) 0,15 0,06 -0.22 0,008 -0.15 0,12
TFGe = 60 ml'min 0,212 0,03 -0.33 0,002 -0.34 0,03
TFGe < 60 ml'min -0.10 0.44 -0,09 0.47 -0.07 0,57
CHGM (g/dL) -0,17 0,03 -0.14 0,09 -0.13 0,11
TFGe = 60 ml/min -0,02 0,90 0,03 0,33 0,02 0,86
TFGe < 60 ml'min -0.30 0,005 -0.28 0,006 -0,28 0,007

Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe); volume globular médio (VGM); hemoglobina globular
média (HGM), concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM );*Apds ajustes para idade,
sexo e tempo pos-transplante (*); Apds ajustes para idade, sexo, tempo pdés-transplante e taxa de
filtracdo glomerular estimada (**).

Fonte: A autora, 2019.

Com relagdo as variaveis laboratoriais relacionadas com o metabolismo de glicose,
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avaliados na segunda fase do estudo de acordo o estado nutricional de B12 (primeira fase do
estudo), mesmo apds a exclusdo dos individuos em uso de hipoglicemiantes orais e/ou
insulina, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos com
estado nutricional de B12 adequado e deficiente (Tabela 12). Na regressdo logistica, ajustada
para confundidores, também ndo foi encontrada associacdo da deficiéncia de B12 com

glicose, insulina e HOMA-IR (dados ndo apresentados).

Tabela 12 - Variaveis laboratoriais relacionadas com o metabolismo da glicose avaliados na
segunda fase do estudo de acordo o estado nutricional de vitamina B12 avaliado

na primeira fase do estudo

Estado Nutricional de vitamina B12 p

Variaveis

Adeguado Deficiente
{n=151) (n=20)
Todos os pacientes

Glicose (mg/dL) 840 (87.0- 106,00 94,0 (88010700 0.90
TFGe = 60 ml/'min 97.0(89.0-116,00 04.00(87.0-118.00 0.52
TFGe < 60 ml'mm 93,0 (85,0-106,00 97.00(89,0-107.00 0.54

Insulina {(pllimL) 10,35 (8,5 -13,45) TE(33-115) 0,20
TFGe = 60 ml'min 104 (6.85-12.8) Te48-12.00 0.35
TFGe = 60 ml/min 92(5,75-13.93) 1.3(6-10.1) 0.36

HOMA-IE. 2.36(1.48-3.86) 1,83 (1.22-2.67) 0.35
TFGe = 60 ml'min 245(1.38-3.38) 1,85 (122 -4.50) 0.74
TFGe < 60 ml/'min 2.32(1,32-373) 1,78(1.21-2.67) 0.30

Pacientes que ndo nsavam hipoglicemiante ora e/ou insulina
Estado Nutricional de vitamina B12 P
Adequado Deficiente
(n=119) (n=15)

Glicose (mg/dL) 91.0(85.0-98.5) 20.0(37.0-57.00 0.33
TFGe = 60 mlmin 84,5 (88,0-104.00 81.5(87.0-24.00 0.26
TFGe = 60 ml/'min 89.0(B4.0-9500 20,0 (38.0-97.00 0.57

Insulina (pllimL) 9258 -122) T3(60-84) 0.16
TFGe = 60 ml'min 104{6.6-12.1) 230631005 0.45
TFGe = 60 ml/min 8.6(5.5-13.1) 6.3 (6,073 0.23

HOMA-IE. 22(1,29-3.03) 1,70(1.21 - 1.3%) 0.12
TFGe = 60 ml'min 2.32(1,55-3.19) 1,79(1,39-222) 0.34
TFGe = 60 ml/'min 2,01(1.20-2.84) 1,32(121-1.78) 024

Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe); modelo de avaliagdo da homeostase de resisténcia a
insulina (HOMA-IR); grupo adequado vs. grupo deficiente em vitamina B12 (p-valor).

Nota: Variaveis com distribuicdo ndo normal expressas como mediana (intervalo interquartil).

Fonte: A autora, 2019.

Nas andlises de correlacdo, apos a exclusdo dos individuos em uso de hipoglicemiantes
orais e/ou insulina e ap0s ajustes para idade, sexo, tempo de TXR e TFGe, foi encontrada
correlagéo positiva da insulina e do HOMA-IR obtidos na segunda fase com a B12 avaliada

na primeira fase, naqueles individuos com TFGe < 60 ml/min; a qual ndo se manteve apds
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ajuste adicional para o IMC (Tabela 13).

Tabela 13 — Correlacdo da concentracao sérica de vitamina B12 avaliada na primeira fase do

estudo
Correlacio Correlacio Correlacio Correlacio
Varidveiz Farcial™ Parcial** Parcial***
r B r B r P r P
Todos o= pacientes
Glicose (meg/dL) -0,03 0,71 0,004 0.5& 0,01 095 00002 059

TFGe = 60 mlimin 0,16 0,18 020 0,12 0,13 0,15 0,13 31
TFGe < 60 mlimin -0,18 0,08 0,13 o1& 0,14 0,13 0,13 0,24
Inzulma (ulliml) -0,06 048 -005 0,62 0,07 047 0,04 0,70
TFGe = 60 mlimin 0,03 0,70 0,06 0,63 0,01 0,93 -0,01 052
TFGe < 60 mlimin -0,18 0 0,13 -0.146 0,22 0149 0,15 -0,14 0,30
HOMA-TR -0,0F 0 082 -0.01 0,39 -0.01 092 0,01 038
TFGe = 60 mlimin 0,06 0,69 Q.13 036 0,13 037 0,11 0,50
TFGe < 60 mlimin -0,13 0,24 -0.14 029 017 021 0,12 037
Pacientes que nio nzavam hipoglicemiante oral e'ou inzulina
Glreose (mg/dl) -0,007 094 0,10 031 12 0,19 0,10 025
TFGe = 60 mlimin 0.13% 0,40 023 0,04 0,24 0,10 0,24 011
TFGe < 60 mlimin -0,08 048 -0,13 023 0,13 023 0,17 019
Inzulma (ulliml) -0,13 25 <012 031 -0.17 0,15 0,07 055
TFGe = 60 mlimin -037 0,03 0,02 0,50 0,03 0,87 0,01 057
TFGe < 60 mlimin -0,14 29 -0.30 0,0& -0.40 0,01 0,29 0,08
HOMA-TR -0,12 29 008 047 0108 043 0,007 055
TFGe = 60 mlimin -0,23 0 0,24 0,06 0,73 0,05 0,42 0,13 049
TFGe < 60 mlimum -0,19 0,1 -0.28 0,08 0,38 0,02 0,28 018

Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe); HOMA-IR= modelo de avaliagdo da homeostase de
resisténcia a insulina (HOMA-IR); Apds ajustes para idade, sexo e tempo pos-transplante (*); Apés
ajustes para idade, sexo, tempo pds-transplante e taxa de filtragdo glomerular estimada (**); Apos
ajustes para idade, sexo, tempo pés-transplante, taxa de filtracdo glomerular IMC (***).

Fonte: A autora, 2019.

Os valores dos biomarcadores inflamatérios avaliados na segunda fase do estudo, de
acordo com o estado nutricional de B12 avaliado na primeira fase do estudo, estratificados
pela TFGe, estdo apresentados na Tabela 14. N&o foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos, mesmo apos estratificacdo de acordo com a
TFGe (Tabela 14). De modo similar, ndo foi observada associa¢do da deficiéncia de B12 com
0s niveis séricos de PCR-us e leptina nas analises de regressdo logistica ajustadas para
confundidores (dados ndo apresentados).

Por outro lado, nas analises de correlacdo foram encontradas correlagcdes negativas da
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B12 avaliada na primeira fase do estudo com o nivel sérico de PCR-us (participantes com
TFGe > 60 ml/min) e com a leptina (grupo total e individuos com TFGe < 60 ml/min) ap6s
ajustes para idade, sexo, tempo TxR, TFGe e IMC (Tabela 15).

Tabela 14 — Biomarcadores inflamatérios avaliados na segunda fase do estudo de acordo o
estado nutricional de vitamina B12 na primeira fase do estudo

Varidveis Estado Nutricional de vitamina B12 P
Adeguado Deficiente
(n=151) (n=20)

PCE-us (mg/dL) 0,18 (0,06 -0,23) 0.22(0,12-035 0,57
TFGe = 60 ml/min 0,12 (0,05 -042) 0,17 (0,10 - 2,900 0.33
TFGe < 80 ml'min 0.24 (0,06 —0,98) 0.24(0,17-035 0.94

Leptina (ng/mL) 932(291-3143) 33,07(9.89 10431 0,06
TFGe = 60 ml/min 7.39 (2,86 - 26.34) 36,14 (9,29 — 569,99 0,18
TFGe < 60 ml'min 10,49 (2.91-3287) 104,51 (3,52 — 833 46) 0.16

Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe ); proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us); grupo
adequado vs. grupo deficiente em vitamina B12 (p-valor)

Nota:Varidveis com distribuigdo nfo normal expressas como mediana (intervalo interquartil).

Fonte: A autora, 2019.

Tabela 15 — Correlagdo da concentracdo sérica de vitamina B12 avaliada na primeira fase

do estudo com biomarcadores cinflamatdrios avaliados na segunda fase do

estudo

Correlacio Correlacio Correlacio Correlacio

Variaveis ) Parcial* Parcial®* Parcial***

R P r P r P r P
PCR-us (mg/dL) -0.16 018 -0.14 0.21 -0,20 0,09 -0.17 0,16
TFGe = 60 ml'min -0.13 0.40 -0.32 0,09 -0.40 0,06 -0.43 0,04
TFGe < 60 ml/min -0.12 0.40 -0.07 0,66 -0,12 045 -0.07 0,64
Leptina (ng/ml) -0.24 0,05 0,29 0,02 -0.29 0,02 -0.26 0,04
TFGe = 60 ml‘'min -0.24 028 -0,15 0.51 -0.21 0,39 -0.27 0,29
TFGe < 60 ml/min -0.26 0,08 -0.33 0,04 -0.36 0,02 -0.36 0,03

Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe) PCR-us = proteina C reativa ultrassensivel. (PCR-us);
Apos ajustes para idade, sexo e tempo pos-transplante (*); ApOs ajustes para idade, sexo, tempo pos-
transplante e taxa de filtragdo glomerular estimada (**); Apos ajustes para idade, sexo, tempo pos-
transplante, taxa de filtracdo glomerular estimada eindice de massa corporal.

Fonte: A autora, 2019.

Os grupos com e sem deficiéncia de B12 ndo apresentaram diferencas significativas
em relacdo aos parametros de reatividade microvascular cutanea (Tabela 16) e aos parametros
vasculares da retina (Tabela 17). N&o houve associacdo da deficiéncia de B12 com esses

pardmetros da microcirculacdo apds ajustes para confundidores (dados ndo apresentados). De



modo similar, a concentracdo sérica de B12 ndo se associou com 0s pardmetros vasculares

cutaneos e da retina (Tabelas 18 e 19).

Tabela 16 - Reatividade microvascular cutanea avaliada na segunda fase do estudo de acordo

o0 estado nutricional de vitamina B12 na primeira fase do estudo

Estado Nutricional de vitamina B12 P

Variaveis

Adeqguado Deficiente
(n=151) (n=20)

Pico CVC (UAP/mmHg) 0.82+0,03 1,01 =013 0.10
TFGe = 60 ml/'min 0,92 0,05 126=0,16 0,07
TFGe < 60 mlimin 0,73 0,03 0.82=021 0,60

Amplitude CVC (UAP/mmHg) 0,45 (0,37 -10,62) 0.51(0,25-0,89) 0,62
TFGe = 60 ml/'min 0.532(041-0,700 0.89 (0,24 — 0,93) 0,51
TFGe < 60 mlimin 0.43(033-0,39 0,46 (0,33 - 0,64) 0,84

AUC pés oclusio (UAP/segundo) 3123,15 £ 94 87 362203 £321,20 0.10
TFGe = 60 ml/'min 321884 =157.04 374220 + 481 89 0,29
TFGe < 60 mlimin 304857 116,53 3353144 = 456,27 0.20

Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe); condutancia vascular cutanea (CVC); unidade arbitraria de

perfusdo (UAP); area sob a curva (AUC); grupo adequado vs. grupo deficiente em vitamina B12 (p-valor).

Nota: Variaveis com distribuicdo normal expressas como média + erro padrdo; variaveis com distribuicdo ndo

normal expressas como mediana (intervalo interquartil).

Fonte: A autora, 2019.

Tabela 17 — Avaliacdo vascular da retina realizada na segunda fase do estudo de acordo o

estado nutricional de vitamina B12 na primeira fase do estudo

Estado Nutricional de vitamina B12 P

Variaveis

Adequado Deficiente
(n=151) (n=20)

CEAE (uhD) 110,00 =056 111.68= 135 031
TFGe = 60 ml'min 109,78 = 0,70 11328=1.94 0.06
TFGe < 60 ml/'min 110,12=0.78 109,34 =113 0.83

CEVE (uhi) 154,40 (148,23 — 163.11) 134,31 (145,98 — 162.23) 0,91
TFGe = 60 ml'min 151,83 (139,74 — 161.24) 132,63 (148,36 — 139.74) 052
TFGe < 60 ml/'min 158,43 (149,60 — 163.34) 160,18 (132,37 - 162.23) 0,89

Felagio CRAE / CEVE 0,71 (0,67 -0,74) 0,72 (0,69 -0,74) 0,69
TFGe = 60 ml‘min 0,72 (0,69 -0,78) 0.74 (0,73 -0,75) 0,29
TFGe < 60 ml/'min 0,71 (0,67 - 0,73) 0,69 (0,66 —0,71) 043

Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe); equivalente da artéria retiniana central (CRAE); equivalente
da veia retiniana central (CRVE); grupo adequado vs. grupo deficiente em vitamina B12 (p-valor).
Nota: Variaveis com distribuicdo normal expressas como média + erro padrdo; variaveis com distribuicdo néo
normalexpressas como mediana (intervalo interquartil).
Fonte: A autora, 2019.
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Tabela 18 — Correlacdo da concentracdo sérica de vitamina B12 avaliada na primeira fase do
estudo com parametros da reatividade microvascular cutanea avaliada na segunda

fase do estudo

o Correlacio Curre{ag:’in Cnrre-]agﬁu Cnrr:e]ajgﬁu

Varidveis Parcial* Parcial** Parcial***

r P r p r P r P
Pico CVC (UAP/mmHg) -0.,05 059 -007 043 -0.07 0,52 -0,08 0.43
TFGe = 60 ml/'min 0.05 071 -0,12 047 -0.18 0,32 -0,18 032
TFGe < 60 mlimin -0.12 036  -0,12 036 -0.14 0,32 -0,1a 024
Amplitude CVC (UAP/mmHg) 0. 0920 001 020 0,02 0,24 -0,10 0.33
TFGe = 60 ml/min 0.16 029 0,05 0.76 0,03 0,76 0,08 0.66
TFGe < 60 mlimin -0.13 033 010 044 -0.10 0.44 -0,12 0.37
AUC pos cclusio (UAP/segundo) 0,001 1,00 -0,03 072 -0.05 0.58 -0.05 0.38
TFGe = 60 ml/min 0.15 026 006 068 0,01 0,93 -0,02 0.89
TFGe < 60 mlimin -0.12 030  -013 028 -0.14 0.23 -0,09 0.45

Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe); condutancia vascular cutanea (CVC); unidade arbitraria de
perfusdo (UAP); area sob a curva (AUC); Ap0s ajustes para idade, sexo e tempo pds-transplante (*); Apos
ajustes para idade, sexo, tempo pds-transplante e taxa de filtragdo glomerular estimada (**); Apo6s
ajustes para idade, sexo, tempo pds-transplante, taxa de filtragdo glomerular estimada e indice de
massa corporal (***).

Fonte: A autora, 2019.

Tabela 19 — Correlacdo da concentracdo sérica de vitamina B12 avaliada na primeira fase
do estudo com parametros da avaliacdo vascular da retina realizada na segunda

fase do estudo

Correlacio Co l‘l'ﬂl_ﬂ'l}ﬁﬂ Correlac ﬁ_u Currelavpﬁfl

Variaveis Parcial™ Parcial** Parcial***

r P r P r P r P
CERAE (pbD) -0.001 099 0004 077 004 0,78 -0.04 0,73
TFGe = 60 ml'min -0,22 031 030 020 0,33 0,17 -0.29 028
TFGe < 60 ml'min 0,12 0.47 0.10 0353 0,12 0,48 0,12 033
CEVE (pbI) -0,06 065 013 031 -0.16 0,24 -0.16 0.26
TFGe = 60 ml'min -0,36 009 044 003 -0.41 0,10 -0.38 0,13
TFGe < 60 ml'min 0.04 0,80 0,01 0.96 0,003 098 0,002 0,99
Eelagio CRAE / CRVE 0.10 045 0,14 0,28 0,17 0.21 018 0.21
TFGe = 60 ml'min 0,14 0,53 0.17 0.47 0,13 0.62 0.16 036
TFGe < 60 ml'min 0,11 0.49 0.17 0,32 0.19 0.28 0,19 0.29

Legenda: taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe); equivalente da artéria retiniana central (CRAE); equivalente
da veia retiniana central (CRVE); ap0s ajustes para idade, sexo e tempo pés-transplante (*); apds ajustes
para idade, sexo, tempo pos-transplante e taxa de filtracdo glomerular estimada (**); apds ajustes para
idade, sexo, tempo poés-transplante, taxa de filtragdo glomerular estimada e indice de massa
corporal (***),

Fonte: A Autora, 2019.
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6 DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo realizado com RTR foram:

a) elevada frequéncia de deficiéncia de B12,;

b) associacdo da deficiéncia de B12 com valores mais elevados do perimetro
da cintura;

C) associacdo inversa entre as concentragcdes sericas de B12 e de hcis nas
analises sem ajustes para TFGe;

d) auséncia de associacao da deficiéncia de B12 com resisténcia a insulina;

e) associacdo inversa da B12 sérica avaliada na primeira fase do estudo com a
PCR-us (apenas nos individuos com TFGe > 60 ml/min) e com a leptina
avaliadas na segunda fase do estudo; e

f) auséncia de associacdo da deficiéncia de B12 com parametros da
reatividade microvascular cutdnea e com o0s didmetros vasculares

retinianos.

6.1 Frequéncia de deficiéncia de vitamina B12

No presente estudo, utilizando-se o ponto de corte sugerido pelo Comité Britanico de
PadrGes em Hematologia de 200 pg/mL (DEVALIA et al., 2014), foi encontrada frequéncia
de deficiéncia de B12 de 14%. Até o momento, foram encontrados na literatura apenas trés
estudos que avaliaram a presencga de deficiéncia de B12 em RTR, embora ndo possuissem
como obijetivo principal avaliar a prevaléncia de deficiéncia de B12 (FODINGER et al., 2000;
KARAKUS et al., 2004; SCOTT et al., 2017).

Fodinger et al. (2000) ao estudarem 733 austriacos RTR que ndo usavam suplementos
vitaminicos, observaram deficiéncia de B12 de 8,9%, utilizando ponto de corte de 160 pg/mL.
Caso no presente estudo, tivesse sido utilizado o mesmo ponto de corte (160 pg/mL), a
prevaléncia de deficiéncia de B12 seria de 7,1%. Karakus et al (2004), avaliando apenas RTR
com anemia (n = 90), observaram deficiéncia de B12 em 40% e 8,3% dos pacientes com
anemia macrocitica e normocitica, respectivamente. Entretanto, o ponto de corte utilizado

para definir a deficiéncia de B12 nao foi informado.
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Recentemente, Scott et al. (2017) avaliaram em um ensaio clinico 584 RTR norte-
americanos e canadenses e observaram que menos de 1% dos participantes apresentavam
deficiéncia de B12 e acido folico, utilizando-se também o ponto de corte < 200 pg/mL para a
B12. Como apenas o estudo de Fodinger et al. (2000) avaliou a prevaléncia isolada de
deficiéncia de B12 em RTR, sem incluir especificamente participantes com anemia, nossos
dados podem ser comparados apenas com esse estudo e pode-se concluir que a prevaléncia
encontrada no presente estudo foi semelhante, caso tivéssemos adotado o mesmo ponto de
corte (160 pg/mL).

No Brasil, alguns estudos realizados na populagdo em geral avaliaram a prevaléncia de
deficiéncia de B12. Barnabé et al. (2015) identificaram deficiéncia de B12 em 4,9% dos
individuos em diferentes estagios da vida (criangas, idosos, mulheres gravidas e lactantes)
utilizando o mesmo ponto de corte adotado no presente estudo. Xavier et al. (2010)
observaram prevaléncia de 6,4% nos participantes de 30 a 59 anos recrutados em centros de
satide também do estado de S&o Paulo, utilizando o ponto de corte < 271 pg/mL. No presente
estudo, se fosse utilizado este mesmo ponto de corte, a prevaléncia de deficiéncia de B12 seria
de 33%. Na populacdo geral dos Estados Unidos, a prevaléncia de deficiéncia de B12 (< 200
pg/mL) variou por faixa etéria e afetou <3% das pessoas de 20 a 39 anos, ~ 4% das pessoas de
40 a 59 anos e 6% de pessoas com idade > 70 anos (ALLEN, 2009).

Conclui-se, portanto, que no presente estudo, a frequéncia de deficiéncia de B12 foi
superior a observada na populacdo em geral. Tal achado também pode ser corroborado com o
que foi encontrado no estudo de Akbas et al. (2004), realizado na Turquia. Neste estudo RTR
apresentavam valores de B12 significativamente mais baixos do que os controles pareados por
idade e sexo (547,30 pg/mL vs. 448,94 pg/mL; p= <0,05), sendo observado inclusive, reducéo
significativa nos niveis de B12 apds 3 meses de TxR (448,94 pg/mL vs. 334,38 pg/mL; p=
<0,05).

6.2 Deficiéncia de vitamina B12 e adiposidade corporal central

No presente estudo, a deficiéncia de B12 se associou com maior adiposidade corporal
central. Até o presente momento apenas um estudo, que foi realizado pelo nosso grupo de
pesquisa, avaliou a relacdo entre a deficiéncia de B12 e valores elevados de adiposidade

corporal total e central em RTR, tendo encontrado associacdo significativa principalmente nas
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mulheres (PONTES et al., 2019). O presente estudo n&o apresenta como objetivo avaliar essa
relacdo. Entretanto, devido a associacdo da adiposidade corporal com o0s parametros que
estdo sendo estudados (resisténcia a insulina, inflamacdo e funcdo microvascular), nés
comparamos a adiposidade corporal entre os individuos com e sem deficiéncia de B12 e
ajustamos as andlises de regressédo logistica e de correlagdo pelo IMC.

Apesar de estudos avaliando a relacdo da B12 com adiposidade em RTR serem
escassos, nos Ultimos anos foram realizados ao menos 15 estudos na populacdo em geral, que
compararam a adiposidade corporal entre individuos com ou sem a presenca de deficiéncia de
B12 ou compararam as concentrac@es séricas de B12 em individuos com ou sem excesso de
peso (ALLIN et al., 2017; BALTACI et al.,, 2012; 2013; 2017; GEIKER et al., 2018;
GUARNIZO-POMA et al., 2018; GUVEN et al., 2005; KANER et al., 2016; KNIGHT et al.,
2015; KRISHNAVENI et al., 2009; NARANG et al., 2016; OZER et al., 2017; PINHAS -
HAMIEL et al., 2006; SUKUMAR et al., 2016; SUN et al., 2019; SURENDRAN et al.,
2019).

Sun et al. (2019), em um estudo transversal, avaliaram os dados de 9.075 americanos
com idade > 20 anos, presentes no banco do National Health and Nutrition Examination
Survey 2011-2014. Apds ajustes para idade, sexo, raca, educacdo, renda, ingestdo de B12,
energia e alcool, nivel de atividade fisica, tabagismo, uso de metformina e IBPs, uso de
suplementos e tempo de jejum, o risco de obesidade [OR, (IC 95%)] foi de 1,00 (referéncia),
0,95 (0,79-1,14), 0,86 (0,74-0,99) e 0,71 (0,60-0,84) (p para tendéncia <0,001) para os quartis
crescentes de concentracdes séricas de B12.

De modo similar, ao avaliarem a possivel relagdo entre perfis adversos de salde,
incluindo a adiposidade, e concentragdes mais baixas de B12, Allin et al. (2017) em um
estudo populacional (n=9.311) com duas coortes dinamarquesas (0 estudo Inter99 e a coorte
de saude de 2006), utilizando o desenho de randomizagdo mendeliana, apontaram que a
diminuicdo da concentracdo de B12 associou-se com aumento do PC, do percentual de
gordura corporal e do IMC, onde uma reducdo de 20% na concentracdo de B12 foi associada
a um aumento no PC de 0,23 cm (0,11 — 0,35; p=0,0003) e 0,46 cm (0,24 — 0,69; p= 6 x 10™),
no estudo Inter99 e na coorte de salde, respectivamente.

Narang et al. (2016), em um estudo caso-controle, ao pesquisarem fatores que afetam
as concentragdes sanguineas de hcis em pacientes adultos indianos com diagnostico de
sindrome metabdlica (SM), encontraram que em comparacdo aos controles (n= 25; IMC=
23,04 + 0,83 kg/m?), os pacientes com SM (n= 50; IMC= 29,32 £1,65 kg/m?), apresentaram

concentragdes mais elevadas de hcis (16,77 + 6,6 vs. 6,48 + 0,87 umol/L; p <0,0001) e mais
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baixas de B12 (183,7 £ 37 vs. 346,4 + 74,4 pg/mL; p <0,0001). Além disto, as concentracdes
séricas de hcis e B12 se correlacionaram com peso corporal (respectivamente, r= 0,52 e r= -
0,63; p<0,0001), PC (respectivamente, r= 0,58 e r=-0,68; p<0,0001) e IMC (respectivamente,
r=0,72 e r=-0,74; p<0,0001).

Os possiveis mecanismos pelos quais individuos com maior adiposidade podem
apresentar concentragdes séricas mais baixas de B12 vém sendo investigados em alguns
estudos, embora ainda ndo haja um consenso. Uma das hipdteses é o maior requerimento de
B12 para atingir niveis séricos ideais em obesos, como observado no estudo de Geiker et al.
(2018), realizado na Dinamarca com 85 adultos obesos. Ap6s 0s autores intervirem com uma
dieta formulada com baixa caloria (800 a 1000Kcal/dia) por 8 semanas, 0s participantes
perderam 13% do peso corporal inicial e os valores séricos de B12 aumentaram de 197 + 84
pg/mL para 245 + 98 pg/mL (p= < 0.001), mesmo apresentando uma reducdo na ingestao
diaria de B12 (6,1mcg vs. 4,7mcg). Sendo sugerido, portanto, que seria mais apropriado
diferenciar a recomendacéo de B12 para esta populacéo.

Dentro do escopo genético, no estudo de Allin et al. (2017) foi sugerido que uma
variante genética poderia explicar parte da associacdo observada entre obesidade e niveis mais
baixos de B12. Os individuos com polimorfismo no alelo G do gene FUT2 (rs602662) seriam
mais suscetiveis a infec¢do por H. pylori, podendo desenvolver gastrite cronica, cursando com
reducdo da secrecdo de Fl e prejuizo na absorcdo de B12. Entretanto, os autores reiteraram
gue embora tenham descoberto que o polimorfismo neste gene esteja associado com reducéo
dos niveis séricos de B12 (—10%; p= 3 x 107, na coorte 99inter e —6%; p=1 x 1072 na
coorte de saude de 2006) e com aumento do IMC (efeito combinado das duas coortes de
0.19 kg/m2; p= 4 x 10™*), tais achados n&o suportam necessariamente um papel causal nesta
relacao.

Surendran et al. (2019) criaram um escore de risco baseado em dois polimorfismos de
nucleotideo Unico no gene FTO (rs8050136 e rs2388405), um locus estabelecido de
suscetibilidade a obesidade, e observaram associacao significativa entre o escore de risco do
gene FTO e o IMC (p=0,009). Eles também demostraram que individuos portadores de mais
de um alelo de risco para o escore do gene FTO apresentaram concentragcdes 13,1% mais
baixas de B12, em comparacao com individuos portadores de alelo de risco zero (p = 0,018).

Os autores discutiram ainda, que variantes de risco no locus do FTO desencadeiam
uma superexpressdo do mRNA da grelina, levando a elevacdo nos niveis do horménio da
fome, 0 que, por sua vez, pode levar os individuos a consumirem alimentos densos em

energia, conforme relatado nos estudos de Karra et al. (2013) e Tanofsky-Kraff et al. (2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tanofsky-Kraff%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19828706
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Inclusive, foi demonstrado no proprio estudo de Surendran et al. (2019), que individuos
obesos consumiram maiores quantidades de carboidratos na dieta do que individuos nao
obesos (p = 0,020). Neste contexto, Pinhas — Hamiel et al. (2006) ja haviam hipotetizado que
os héabitos alimentares de adolescentes obesos poderiam influenciar nos niveis de B12, uma
vez que a dieta desta populacgdo é rica em carboidratos e gorduras e pobre em proteina animal,
fonte de B12.

Outros mecanismos sugeridos na literatura, incluem a conversédo prejudicada de MMA
para succinil-coA, um processo dependente de B12, o que pode estar associado ao acimulo de
MMA levando ao aumento da lipogénese (LI et al., 2018). Além disso, a deficiéncia de
doadores de radical metil e cofatores envolvidos, como a B12, prejudicando a oxidacao de
acidos graxos e reduzindo a expressao de sirtuina 1 (que possui papel chave em mecanismos
moleculares da obesidade) (GARCIA et al., 2011; GUEANT et al., 2013). Adaikalakoteswari
et al. (2017) sugeriram que a B12 desempenha um papel na regulacdo epigenética por alterar
os microRNA circulantes durante a diferenciacdo dos adipdcitos o que resulta em adipogénese
e fendtipo metabdlico adverso.

Em contrapartida, ressalta-se que alguns estudos ndo encontraram relacdo entre a
concentracdo sérica de B12 e a adiposidade corporal (AASHEIM et. al., 2008; MAHABIR et.
al., 2008; MOEN et. al., 2018; REITMAN et. al., 2002; TUNGTRONGCHITR et.al., 2003).

6.3 Associacdo da concentracdo sérica de vitamina B12 com os niveis de homocisteina

No presente estudo, apesar da concentracao serica de hcis nédo ter sido diferente entre
0s pacientes com e sem deficiéncia de B12, na primeira fase do estudo a concentracdo sérica
de B12 apresentou associagdo inversa com a hcis no grupo total de participantes e nos
participantes com TFGe > 60 ml/min nas anélises sem ajustes para fatores de confundimento.
Apos ajuste para TFGe a associagdo entre B12 e hcis deixou de ser significativa. Além disso,
no grupo total de participantes (sem estratificacdo pela TFGe) foram observadas
concentragOes sérica significativamente mais baixas de B12 nos individuos com Hhcis.

A hcis € um metabolito do aminoacido essencial metionina, podendo ser degradada em
cisteina através da via de transsulfuracdo e remetilada em metionina. Existem duas vias de
remetilacdo; uma via menor (a qual ocorre principalmente no figado e rins), em que a betaina

é a doadora do radical metil na reacdo catalisada pela betaina-homocisteina metiltransferase,
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formando N-dimetilglicina e metionina. E a mais expressiva, em que o0 5-MTHF, é o doador
do radical metil na reacdo catalisada pela enzima MS, em um processo dependente da
vitamina B12. Desta forma, a concentracdo sérica deste aminoacido é considerada um
biomarcador funcional sensivel da deficiéncia de B12 (CASTRO et al., 2006; SAVAGE et
al., 1995).

Na populagdo em geral, os determinantes da Hhcis incluem a ingestdo de folato,
piridoxina, riboflavina e B12; a funcéo renal; o consumo de alcool e cafeina; assim como a
hipertensdo, o tabagismo e polimorfismos no gene codificador da enzima MTHFR
(JACQUES etal., 2001; WHAYNE, 2015). A Hhcis ocorre em cerca de 85% dos pacientes
com DRC devido ao prejuizo no metabolismo renal e a reducdo na excregdo renal
(CIANCIOLO et al., 2017). No presente estudo, 69% dos participantes apresentavam Hhcis
na primeira fase do estudo e 70% na segunda fase do estudo.

No presente estudo, a mediana da concentracdo sérica de hcis na primeira fase do
estudo foi de 16,74 pmol/L no grupo sem deficiéncia de B12 e de 18,16 pmol/L no grupo com
deficiéncia de B12. Outros estudos também encontraram valores similares, como o estudo
transversal de Einollahi et al. (2011) com 159 RTR, onde a concentracdo média de hcis foi de
16,6 umol/L, a coorte de Winkelmayer et al. (2005a) com 710 RTR, onde a concentracao
média de hcis foi de 17,2 umol/L, e a coorte de Ducloux et al. (2000) com 207 RTR, onde a
mediana de Hcis foi de 19 umol/L.

A associacdo inversa entre B12 e hcis encontrada em algumas analises sem ajustes
para fatores de confundimento (incluindo TFGe) estd de acordo com alguns dados da
literatura. Por exemplo, Kaya et al. (2019) ao avaliarem 117 RTR turcos adultos encontraram
correlacdo negativa entre niveis séricos de hcis e B12 (p= 0,001) em uma analise sem ajustes
para fatores de confundimento.

A existéncia de associacdo entre B12 e hcis independentemente da funcdo renal em
RTR é um tema controverso, pois os resultados dos estudos séo divergentes. Monfared et al.
(2014), ao estudarem 148 RTR iranianos adultos observaram correlagdo negativa entre niveis
de hcis e B12 (r=-0,18, p= 0,02); demonstrando também na andlise de regressdo multivariada
que B12 (p= < 0,05) e creatinina (p= 0,003) estdo associados de forma independente com o0s
niveis de hcis nesta populagéo. Por outro lado, no estudo realizado por Bostom et al. (1999),
0s autores concluiram que a funcao renal é o principal determinante dos niveis de hcis em
RTR e que em comparacdo com a funcdo renal, os niveis séricos de B12 apresentam
influéncia marginal nos niveis de hcis.

Ressalta-se ainda que Han et al. (2000) ndo encontraram associacdo independente,
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enquanto Ducloux et al. (1998) ndo observaram associacdo da B12 com hcis, mesmo sem
ajustes e outros estudos sequer avaliaram a B12 como determinante de Hhis em RTR (Sanja
Simi¢-Ogrizovi¢ et al., 2009; Nouri-Majalan et al., 2009).

6.4 Deficiéncia de vitamina B12 e resisténcia a insulina

No presente estudo ndo foi observada associacdo significativa entre niveis séricos de
B12 e resisténcia a insulina. Ndo foram encontrados estudos avaliando a associacdo do estado
nutricional de B12 com resisténcia a insulina em RTR. Os estudos realizados na populacao
em geral apresentaram achados conflitantes, pois apesar de alguns terem relacionado
concentragdes  séricas mais baixas de B12 com resisténcia a insulina
(ADAIKALAKOTESWARI et al., 2017; CIGERLI et al., 2016; IGLESIA et al., 2017;
YAIJINIK et al., 2008; KAYA et al., 2009; KNIGHT et al. 2015; KRISHNAVENI et al.,
2009; Ll et al., 2018; MOEN et. al., 2018; SUKUMARET al., 2016 ), outros ndo encontraram
a mesma relacdo (BALTACI et. al., 2013; GAMMON et. al., 2012; KANER et al., 2016;
MAHAMID et. al., 2018).

Krishnaveni et al. (2009), em uma coorte com 758 gestantes indianas observaram no
baseline que aquelas com deficiéncia de B12 (43%), mesmo apds ajustes para idade, nivel
socioeconémico, religido, numero de gestacbes e histéria familiar de DM, apresentaram
valores mais elevados de IMC e de resisténcia a insulina (p= 0,03) e maior incidéncia de DM
gestacional (OR: 2,14 (1,11, 4,13); p= 0,02) quando comparadas com gestantes néo
deficientes. Além disto, ao analisarem os dados apos folllow-up de 5 anos, encontraram que 0
estado nutricional de B12 durante a gestacdo foi um preditor significativo de valores mais
elevados de HOMA-IR (p= 0,004) e maior frequéncia de DM (p= <0,003).

Yajnik et al. (2008) em outra coorte indiana, ao acompanharem 700 gestantes,
observaram prevaléncia de deficiéncia de B12 de 60% e apés follow-up de 6 anos, observaram
que os filhos das mdes que tinham niveis reduzidos de B12 apresentavam valores mais
elevados de HOMA-IR (p=0,03). Sukumar et al. (2016) em um estudo caso-controle
retrospectivo com 332 gestantes, observaram que aquelas com deficiéncia de B12, apds
ajustes para idade, gestacOes, etnia, tabagismo e folato sérico, apresentaram risco mais de 2
vezes maior de cursar com DM gestacional (OR: 2,59 (1,35, 4,98), p= 0,004). Knight et al.
(2015), em um estudo transversal, ao investigarem 995 gestantes inglesas com 28 semanas de
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gestacdo encontraram correlacdo negativa entre niveis séricos de B12 e valores de HOMA-IR
(R=-0,22; p=<0,001).

Li et al. (2018), ao estudarem 278 adultos franceses obesos morbidos, com o objetivo
de avaliar a influéncia da B12 e do folato no HOMA-IR e nos componentes da SM
encontraram valores mais elevados de HOMA-IR nos pacientes no menor tercil de B12 sérica,
tanto pré (<241 pmol/L; p= <0,05) quanto pds cirurgia bariatrica (<200 pmol/L; p= <0,05);
observando também que pacientes com as concentragdes mais elevadas de MMA
apresentaram os valores mais elevados de HOMA-IR (p= 0,011).

Recentemente, Moen et al. (2018) ao avaliarem 11 polimorfismos de nucleotideo
Unico previamente associados de forma robusta com niveis séricos de B12, encontraram
evidéncias sugestivas, através de randomizacdo mendeliana, de relacdo causal da B12 sérica
com a glicemia de jejum (p= 0,05) e a funcdo das células B (HOMA-B) (p= 0,01).
Considerando que a B12 esta envolvida indiretamente com processos de metilacdo do DNA,
0s autores levantaram a hipotese de que um mecanismo potencial para tal relagdo poderia ser
um possivel papel da B12 no ciclo celular e na proliferacdo de células p pancreaticas,
resultando em melhor secrecdo de insulina em individuos com concentracdes mais elevadas
de B12.

Baltaci et al. (2013) ao estudarem 976 adultos turcos e compararem aqueles com e sem
resisténcia a insulina, observaram valores mais baixos de B12 nos que apresentaram RI,
porém sem alcancar diferenca estatisticamente significativa (p= 0,058). Enquanto Kaner et al.
(2016), ao investigaram 384 mulheres com peso normal, sobrepeso e obesidade encontraram
correlagdo negativa entre B12 e IMC (R= -0,113; p= 0,028), e ndo encontraram correlacdo
entre B12, insulina de jejum e HOMA-IR.

Neste contexto, é valido ressaltar que em RTR, 0s medicamentos imunossupressores
podem afetar 0 metabolismo da glicose, favorecendo a resisténcia a insulina (BOERNER et
al., 2011; CHAKKERA et al., 2017; MUNTEAN; LUCAN, 2013), o que possivelmente pode
se sobrepor ao efeito potencial da B12 nos parametros associados ao metabolismo da glicose.
Outro fato que merece ser destacado, € que muitos dos estudos que encontram associacdo
inversa entre B12 sérica e resisténcia a insulina, ndo realizaram ajustes para a adiposidade
corporal. Como o excesso de tecido adiposo esta diretamente associado com a resisténcia a
insulina, tal achado pode simplesmente refletir a potencial associagdo negativa entre B12 e

adiposidade.
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6.5 Deficiéncia de vitamina B12 e biomarcadores inflamatdérios

Recentemente alguns estudos experimentais e observacionais descreveram associagdes
significativas entre niveis séricos de B12 e de biomarcadores inflamatdrios/estresse oxidativo
(AL-DAHGRI et al., 2016; 2019; BIRCH et al., 2009; GOSH et al., 2016; GUEST et al.,
2015; LEE et al., 2016; PERACCHI et al., 2001; POLITIS et al., 2010; SCALABRINO et
al., 2004, SOLOMON et al., 2015; SUAREZ-MOREIRA et al., 2009; TUUMINEN et al.,
2019; VEBER et al., 2008;). Como o estresse oxidativo promove inflamacgdo e concomitante
producdo de citocinas; 0 que, por sua vez, promove producdo de ERQOS, neste trecho seréo
apresentados alguns estudos que avaliaram a relacdo da B12 ndo s6 com marcadores
inflamatdrio, mas também com o estresse oxidativo (DI MEO et al., 2016).

Gosh et al. (2016) utilizaram um modelo experimental com 30 camundongos C57BL/6
fémeas que foram alimentados por 4 semanas com dieta controle (n=10), dieta restrita em B12
com pectina (n=10; grupo com deficiéncia grave de B12, pois a pectina inibe a absorcdo de
B12) e dieta restrita em B12 com celulose (n=10; grupo com deficiéncia moderada de B12).
Foram avaliados os niveis séricos de B12, hcis, TNF-a, IL-6, leptina, MCP-1, SOD, CAT e
composicdo corporal. Apos a confirmacédo da deficiéncia de B12, as fémeas foram colocadas
para acasalar e mantidas em suas respectivas dietas por mais 12 semanas, quando foram
novamente determinados os parametros avaliados apos as 4 semanas iniciais.

No estudo descrito no paragrafo anterior (GOSH et al., 2016), apds as primeiras 4
semanas, 0s niveis plasmaticos de TNF-a e IL-6 foram significativamente mais elevados nos
camundongos com deficiéncia grave em comparacdo com os controles, enquanto as outras
adipocinas ndo apresentaram diferenca significativa (leptina e MCP-1). Apds as 12 semanas
de alimentacdo, apenas os camundongos com deficiéncia grave apresentaram niveis
plasmaticos significativamente mais altos de TNF-a, leptina e IL-6 em comparacdo aos
controles. Com relagdo ao potencial antioxidante, apés 12 semanas de alimentacdo, a
atividade da SOD foi significativamente menor no figado de ambos os grupos deficientes em
B12, enquanto a atividade da CAT foi significativamente menor no figado de camundongos
com deficiéncia grave, mas ndo nos moderadamente deficientes, em comparacdo aos
controles.

Com relagdo aos estudos observacionais pode-se citar o transversal de Politis et al.
(2010), no qual foram avaliados 55 idosos com Alzheimer, sendo observado que aqueles com

deficiéncia de B12 apresentavam niveis mais elevados de IL-6 (1333,8 pg/mL vs. 976,1
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pg/mL; p=<0,01). O estudo de caso-controle de Ozenoglu et al. (2008), com 32 turcas obesas
em tratamento para desordens psiquiatricas, sendo encontrada, correlacdo positiva entre niveis
séricos de adiponectina e B12 no grupo controle (r= 0,652; p= 0,002). E o estudo
retrospectivo de Tuuminen et al. (2019), no qual foram avaliadas 18.800 amostras de sangue,
sendo observada associacao significativa entre niveis aumentados de PCR e niveis reduzidos
de B12 nas mulheres (p=0,03).

Recentemente, uma revisdo sistematica publicada teve por objetivo verificar a relacdo
entre as concentracBes plasmaticas de micronutrientes e a resposta inflamatoria sistémica,
evidenciada pelas concentracGes de PCR (MCMILLAN et al., 2018). Os autores incluiram na
revisdo 37 estudos, e destes, seis examinaram as concentracdes séricas de B12 em doencas
cronicas (MAHALLE et al. 2013; NIX et al., 2015; TENFORDEet al., 2017; VAYA et al.,
2012; VINHA et al., 2013), sendo observado que as concentracdes de B12 foram
significativamente menorescom o aumento de aproximadamente 10% nas concentracOes de
PCR.

Outra revisao sistematica, também publicada recentemente, teve por objetivos, resumir
0s potenciais mecanismos antioxidantes da B12 e investigar a relacdo do estado nutricional de
B12 com marcadores de estresse oxidativo. Os autores relataram que as propriedades
antioxidantes da B12 incluem:

a) eliminacdo direta de EROS, particularmente superdxido;

b) estimulacdo indireta da eliminacdo de EROS por preservacéo de glutationa;

¢) modulacao da producdo de citocinas;

d) reducdo da promocao de estresse oxidativo pela hcis; e

e) reducdo do estresse oxidativo causado pelos produtos finais da glicacao
avangada. Os autores tambémconcluiram que existem algumas evidéncias
que parecem sugerir que valores baixos de B12 estdo associados com
aumento estado pré-oxidante e reducdo do estado antioxidante (VAN DE
LAGEMAAT et al., 2019).

Estudos apontam que a B12 parece modificar moléculas de sinalizacdo e reduzir
indiretamente a expressdo do NF-kB, além da deficiéncia de B12 estar relacionada com niveis
aumentados do TNF-a (PERACCHI et al., 2001, SCALABRINO et al., 2004, VEBER et al.,
2008). Embora os mecanismos de imunorregulacdo da B12 ainda ndo sejam totalmente
compreendidos, foi demonstrado que esta vitamina reduz indiretamente a expressdo do NF-
kB um ativador da expresséo de genes relacionados com inflamagéo (VEBER et al., 2008).

Na primeira fase do presente estudo ndo foram encontradas associagdes entre as
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concentracdes séricas de B12 e os biomarcadores inflamatorios avaliados: adiponectina, TNF-
a, IL-8 e PCR. Entretanto, na segunda fase do estudo foi observada associagédo inversa da B12
sérica com a PCR-us (nos individuos com TFGe > 60 ml/min) e com a leptina. Essas
associacfes se mantiveram significativas mesmo ap0s 0s ajustes para fatores de
confundimento, incluindo o IMC que se associa de forma direta tanto com os niveis séricos de
PCR quanto de leptina. A observacdo de associagdo da B12 apenas com 2 biomarcadores e
apenas na segunda fase do estudo ndo é capaz de confirmar associacdo da B12 com estado
inflamatdrio, porém ndo descarta tal associacdo. Varios estudos observacionais avaliando
associacdao de biomarcadores inflamatérios com B12 também observaram associacdo
significativa apenas com alguns marcadores (AL-DAHGRI et al., 2016; LEE et al., 2016;
POLITIS et al., 2010).

Apesar dos estudos observacionais e experimentais indicarem associacao entre B12 e
marcadores inflamatdrios, os estudos de intervencdo com suplementacdo de B12, associada
com outras vitaminas do complexo B, ndo indicam reducdo destes marcadores (CHRISTEN et
al., 2018; PEETERS et al., 2007; SCHERNTHANER et al., 2006; VAN DIJK et al., 2016). E
valido ressaltar que até o momento, ndo foram encontrados estudos que avaliassem a
associacao entre a deficiéncia de B12 e biomarcadores inflamatérios em RTR. Além disto,
ressalta-se que o uso de imunossupressores e a terapia renal substitutiva antes do TXR podem
interferir na relacdo entre B12 e biomarcadores inflamatérios (ABEDINE et al., 2009).

6.6. Deficiéncia de vitamina B12 e funcéo microvascular

No presente estudo ndo foi observada associacdo da B12 sérica com a fungéo vascular
que foi avaliada na microcirculagdo da pele (vasodilatacdo dependente e independente do
endotélio) e da retina (diametros dos vasos retinianos). A relacdo entre B12 e funcao vascular
tem sido investigada nos ultimos anos. Dentre os estudos disponiveis destacam-se os ECR
com suplementagcéo de B12 tanto na forma isolada quanto associada, principalmente com
acido fdlico e B6, nos quais foram avaliados os efeitos sobre a funcéo endotelial determinada
com maior frequéncia por meio da DMF (macrocirculacéo) e/ou biomarcadores circulantes
(CHRISTEN et al., 2018; KWOK et al., 2012; WOO et al., 2012). Existem também alguns
estudos em numero muito reduzido que avaliaram a relagdo da B12 sérica com os didmetros
dos vasosda retina (GOPINATH et al., 2009; VAN HECKE et al., 2008).
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Vaérios estudos de intervencdo com suplementacdo de B12 (isolada ou com outras
vitaminas do complexo B) observaram melhora significativa da funcdo endotelial
(ANDERSSON et al., 2005; CHAMBERS et al., 2000; CHAO et al., 1999; KWOK et al.,
2012; POTTER et al., 2008; WOO et al., 2008; 2012; XU et al., 2008). Um desses ECR foi
realizado com RTR, tendo sido incluidos 36 RTR com Hhcis os quais foram randomicamente
alocados no grupo controle ou no grupo tratado com doses diérias de VRMH (5 mg de acido
folico, 50 mg de piridoxina e 1000 mcg de B12) por 6 meses. O grupo tratado com VRMH
apresentou aumento significativo na vasodilatacdo dependente e independente do endotélio
(12,2% vs. 8,8%; p=<0,01 e 17,6% vs. 12,2%; p= <0,01, respectivamente) enquanto
nenhuma mudanca significativa foi observada nos controles (XU et al., 2008).

Um outro ECR avaliou a funcdo vascular através da reatividade vascular cutanea.
Andersson et al. (2005) demonstraram em um ensaio clinico sem grupo controle, que 14
idosos suecos com insuficiéncia cardiaca e Hhcis, tratados por 6 semanas com dose diaria de
3 mg de piridoxina, 0,8 mg de folato e 0,5 mg de CNCbl apresentaram melhora significativa
da hiperemia induzida pela acetilcolina. Chao et al. (1999) realizaram um ensaio clinico com
16 adultos saudaveis e observaram que apds uma carga de metionina, os niveis de hcis
apresentaram um aumento significativamente menor (p=0,001) nos individuos que receberam
suplementacéo diaria de VRMH (5 mg de &cido folico, 100mg de piridoxina e 0,5 mg de B12)
por 5 semanas. A DMF ap0s a carga de metionina foi significativamente maior nos individuos
que receberam a suplementacdo (8,6% vs. 13,8%; p= 0,001), sendo concluido que a
administracdo em curto prazo de VRMH melhora a vasodilatacdo fluxo mediada dependente
do endotélio. Similarmente, Potter et al. (2008), em uma meta-analise sugeriram que a
suplementacdo com vitaminas do complexo B aumenta a DMF (RR: 1,4%; IC 95%: 0,7 a
2,1%; p=<0,0001) em curto prazo, mas ndo em longo prazo.

Apesar dos estudos citados anteriormente terem observado melhora da funcéo
endotelial com a suplementacdo de B12 outros estudos ndo encontraram efeitos positivos
(CARLSSON et al., 2004; DUSITANOND et al., 2005; HIRSCH et al., 2002; JONASSON et
al., 2005; PEETERS et al., 2004; POTTER et al., 2008). Potter et al. (2008) utilizaram dados
do estudo VITATOPS, um ensaio clinico multicéntrico, randomizado, duplo-cego e placebo
controlado, realizado com 8.072 individuos com histérico recente (7 meses) de AVE ou
acidente isquémico transitorio. O objetivo do estudo foi determinar se a adicdo de
suplementos vitaminicos (500 pg de B12, 25 mg de B6 e 2 mg de folato) ao tratamento
médico/cirurgico reduziria a incidéncia de eventos CV e morte CV. Apds um follow-up meédio

de 3,9 anos, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos com relacdo a
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DMF (p=0,48).

De forma similar, Dusitanond et al. (2009), em um subestudo que utilizou dados de
285 participantes do estudo VITATOPS, observou que apds 6 meses de tratamento com
VRMH ndo foram encontradas diferencas significativas com relagdo aos biomarcadores de
disfungéo endotelial (VCAM-1, p= 0,27; ICAM-1, p= 0,08; fator de von Willebrand, p= 0,92)
e hipercoagulabilidade (p-selectina, p= 0,33; fragmento de protrombina 1 e 2, p= 0,81, D-
dimero, p= 0,88) em comparacdo com o placebo, apesar da reducéo de 3,7 umol/L na hcis (p=
<0,001).

Em um ECR duplo-cego, com 40 chilenos adultos, foi observado que a
suplementacdo de VRMH (0,6 mg de acido foélico, 0,8 mg de B12 e 2,0 mg de piridoxina) por
8 semanas, ndo resultou em melhora na dilatacdo endotélio-dependente, mesmo naqueles com
Hhcis no baseline, que apresentaram reducdo significativa da hcis ao final do follow-up (p=
<0,001) (HIRSCH et al., 2002).

Maruyama et al. (2019), em um ECR controlado e cruzado, investigaram se a
suplementacdo de uma bebida contendo doses baixas de vitaminas do complexo B, por 2
meses melhoraria a disfuncdo endotelial em 127 adultos japoneses com pelo menos um fator
de risco para SM e que ndo faziam uso de medicagdes para hipertensdo, diabetes ou
dislipidemia. Como resultado, foi apontado que apesar da reducdo significativa nos niveis de
hcis (p= 0,01) e o aumento significativo nos niveis séricos de vitamina B6, B12, C e folato
(p= <0,001) apobs a intervencao, nao foram encontradas alteracdes significativas na DMF (p=
0,48).

Conforme pode ser evidenciado nos paragrafos anteriores ndo existe um consenso em
relacdo aos efeitos da suplementacdo de B12 sobre a funcdo endotelial. A inconsisténcia dos
resultados pode ser atribuidos a diversos fatores, incluindo diferencas entre os estudos em
relagdo a dose de B12, associa¢do ou ndo de B12 com outras vitaminas, tempo de duracdo dos
estudos e caracteristicas dos participantes do estudo. Cabe ressaltar que nos estudos nos quais
a B12 foi suplementada em associacdo com &cido folico e B6 ndo é possivel afirmar que o
efeito sobre a funcéo endotelial tenha sido mediado pela B12.

A comparacdo do resultado do nosso estudo em relagdo a auséncia de associacdo da
concentracdo serica de B12 com a reatividade microvascular cutanea (vasodilatacédo
dependente e independente do endotélio) com os dados da literatura é dificil, pois ndo foi
possivel encontrar estudos observacionais avaliando tal associa¢do. O que existe na literatura
sdo os estudos com suplementacdo de B12, conforme descrito nos paragrafos anteriores.

Acreditamos que a auséncia de associacdo observada no presente estudo pode apresentar
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varias causas, em especial o fato da funcdo vascular poder ser influenciada por inimeros
fatores incluindo varios componentes da dieta, do estilo de vida e por medicaces.

Em relacdo a associacdo da B12 com os didmetros dos vasos da retina ndo existem
estudos realizados com RTR e através de ampla busca bibliogréaficas encontramos apenas 2
estudos na populacdo em geral. Esses estudos sdo observacionais e transversais tendo
avaliados apenas a relagdo entre B12 sérica e os vasos da retina (GOPINATH et al., 2019;
VAN HECKE et al., 2008). van Hecke et al. (2008) utilizaram dados de 256 participantes da
coorte Hoorny Study, com o objetivo de determinar se componentes do metabolismo da hcis
estdo envolvidos na patogénese da doenca microvascular avaliada pelos parametros
vasculares da retina. Os autores observaram que embora o0s niveis de hcis tenham se associado
inversamente com os diametros arteriolares da retina (B, —0,20; 95% IC:—0,33 - —0,07,
p=0,01), os niveis de B12 ndo apresentaram associa¢des significativas.

De modo similar, Gopinath et al. (2009), utilizaram dados de 1.700 participantes da
coorte Blue Mountains Eye Study, com o objetivo de avaliar a associacdo dos niveis séricos
totais de hcis, folato e B12 com os didmetros vasculares da retina em adultos mais velhos. Os
niveis de hcis se associaram inversamente com o diametro arteriolar apenas em homens (p=
0,03) e niveis de hcis acima de 17 umol/L. O estreitamento do diametro arteriolar se associou
linearmente com o aumento da hcis (redu¢do de 0,86 pm por aumento de 1,0 pumol/L de hcis)
porém nado se associou com os niveis séricos de folato e B12.

Os achados desses estudos citados nos dois paragrafos anteriores estdo de acordo com
0 nosso estudo no qual ndo encontramos associacdo da B12 sérica com os diametros

vasculares retinianos.

6.7 Consideracdes finais

A principal limitagdo do presente estudo é o seu desenho observacional, o qual se
limita a avaliar associagdes entre as variaveis, ndo permitindo fazer inferéncias causais; ou
seja, 0s achados ndo traduzem papéis de causa/efeito entre a deficiéncia de vitamina B12 e os
parametros avaliados.

No entanto, o presente estudo representa uma importante colaboracéo para a tematica

do estado nutricional de B12 na populacdo estudada, uma vez que utilizou um tamanho



82

amostral relevante e identificou a frequéncia de deficiéncia de B12 através da utilizacdo de
um ponto de corte adequado, seguindo a recomendacdo do Comité Britanico de PadrGes em
Hematologia. Além disso, a associacdo da B12 com as variaveis de interesse também foi
investigada considerando a concentracdo sérica de B12 como variavel continua.

Apesar do estudo ser observacional ele ndo se limitou a avaliagdo transversal dos
dados, tendo incluido um acompanhamento de cerca de 2 anos. Adicionalmente, sua
originalidade em abordar a deficiéncia de B12 por outra perspectiva em RTR, investigando
sua associacdo com parametros associados com a DCV, sabidamente uma importante causa de
mortalidade nesta populacdo. Outro aspecto a ser ressaltado, foi a realizacdo de ajustes
estatisticos para varios potenciais fatores de confundimento, que podem interferir ndo sé na
concentracdo sérica da B12 como também nas variaveis avaliadas, proporcionando maior

confiabilidade nos resultados encontrados.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo, realizado com RTR, sugerem:
a) elevada frequéncia de deficiéncia de B12;
b) concentragdo sérica de vitamina B12 mais baixa na presenca de Hhcis;
c) auséncia de associacdo da deficiéncia de B12 com resisténcia a insulina;
d) associacdo inversa da concentracdo sérica de B12 com os niveis séricos de
PCR-us e com aleptina na andlise longitudinal; e
e) auséncia de associacdo da B12 com a funcdo microvascular.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Estudo: DEFICIENCIA DE VITAMINA B12 E SUA RELAQAO COM A
INGESTAO ALIMENTAR E ADIPOSIDADE CORPORAL EM RECEPTORES DE
TRANSPLANTE RENAL.

Instituicdo: Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Local: Ambulatério de Transplante Renal do Hospital Universitario Pedro Ernesto Endereco:
Av. 28 de Setembro, 87. Vila Isabel. CEP 20.551-030 Telefone: (21) 2334-2063
Pesquisadores: Mariana S. da Costa, Karine Scanci da Silva Pontes, Maria Inés Barreto
Silva, Marcia Regina Simas Torres Klein.

Comité de Etica em Pesquisa do HUPE: (21) 2868-8253

O Sr (a) esta sendo convidado a participar da pesquisa que tem como objetivo avaliara
prevaléncia de deficiéncia de vitamina B12 e sua relagdo com a ingestdo alimentar e a gordura
corporal, massa muscular, inflamacdo, alteracbes metabdlicas e vasculares em pacientes
transplantados renais.

O Sr (a) serd submetido a avaliacdo do estado nutricional, da ingestdo alimentar, do
estilo de vida, da funcdo cognitiva e de alguns vasos sanguineos, além da coleta de sangue. O
estado nutricional serd avaliado através da determinacdo do peso, altura e perimetros, além de
exames que avaliam o percentual de gordura e de musculo no corpo. Também sera avaliada a
sua forca do aperto de mdo, e o tempo em que caminha 6 metros. Os demais dados
necessarios para o estudo serdo coletados em meu prontuario clinico.

Para participar deste estudo vocé ndo precisara ficar internado (a) e todos os exames
serdo realizados, no Hospital Universitario Pedro Ernesto ou no Campus da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, por profissionais habilitados e ndo sdo invasivos. A coleta do
sangue sera realizada com material descartavel e acompanhada pelo pesquisador responsavel.

O beneficio do estudo é saber se a deficiéncia de vitamina B12 é comum emindividuos
transplantados renais e identificar os fatores relacionados com o seu desenvolvimento. A sua
participacdo € voluntaria, sendo livre para interrompé-la a qualquer momento, sem que isso
afete meu tratamento. VVocé recebera todos os esclarecimentos necessarios sobre este estudo

antes e durante a pesquisa. Nao sera necessario comparecer ao Hospital com frequéncia maior
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do que suas consultas habituais.

Todas as informagbes obtidas em relacdo a este estudo permanecerdo em sigilo,
assegurando a protecdo da sua imagem e respeitando valores morais, culturais, religiosos,
sociais e éticos. Vocé recebera informacdes sobre os resultados de todos os exames
realizados. Os resultados dessa pesquisa poderdo ser apresentados em congressos oOu
publicacdes cientificas, porém sua identidade ndo sera divulgada.

Declaro que li e entendi o que me foi explicado e estou disposto a participar do estudo.

I/

Nome do paciente Assinatura Data

I/

Nome do pesquisador Assinatura Data
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APENDICE B - Protocolo clinico do banco de dados do periodo basal e avaliacdo

longitudinal

PROTOCOLO CLINICO DO BANCO DE DADOS — PERIODO BASAL

1.  Identificacio:

Nome: Registro:

Telefone: Idade: Sexo:

Data tx: Doador: () Vivo relacionade () Vivondo relacionado () Cadaver
Doenga de base: Etilismo? () Sim () Nao

Tabagisme? () Sim ( ) Nao - Atividade Fisica:

Acompanhamento Nutricional? ( ) Sim ( ) Nao N°? Consultas nos titimos 2 anos:

2.  Comorbidades atuais: ( ) HAS - ( ) DMI1 - ( ) DM2 - ( ) Dislipidemia -
Outras?

3.  Historia ginecologica (se mulher):

Fluxo menstrual ative? () Sim ( ) Nao Pos Menopausa? () Sim () Nao
4.  Medicacao:

Imunossupressores: () Prednisona mg/dia - ( ) Ciclosporina mg/dia

() Tacrolimus. FK mg/dia - ( ) Azatioprina mg/dia - () Cellcept. MMF, mg/dia

() Rapamincina/Sirolimus mg/dia Hipoglicemiantes: () Metformina

Insulina: Hipolipemiantes:

Anti-hipertensivos: Qutras:

Uso de: () Suplem B12? () Anticoncepcional?

4. Avaliacao antropométrica: Data;___ /| Altura (m): Peso atual (kg):
Peso pré-Tx (kg): Pcintura (cm): Pquadril (cm): Ppescoco (cm):
5. Exames Laboratoriais: Data: L/

Glicemia (mg/dl): Ptn total (g/dl):

Creatinina (mg/dl): Albumina (g/dl):

TFG (CKD Epi): Ptn urinaria (mg/dl):

Uréia (mg/dl): Creat urinaria (mg/dl):

Acido Urico (mg/dl): Vit B12:

Na (mg/dl): Ac folico;

K (mg/dl): Vit D (ng/ml):

Ca (mg/dl): PTH:

P (mg/dl): Hb (mg/dl):

Colesterol total (mg/dl): Hto (%0):

HDL colesterol (mg/dl): VGM:

LDL colesterol (mg/dl): HGM:

Triglicerideos (mg/dl) CHGM
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PROTOCOLO CLINICO DO BANCO DE DADOS — AVALIACAO LONGITUDINAL

Nome:

Prontuario: Data: / /

1- Medicacdes
Imunossupressores:

() Prednisona: mg/dia ( ) Azatioprina: mg/dia

( ) Celcept/MME: mg/dia () Micofenolato de sodio: mg/dia

( ) Ciclosporina: mg/dia ( ) Tracolimus/FK: mg/dia

( ) Rapamicina/Sirolimus: mg/dia

Outros:

Metformina:

Suplementacio vitaminica: SIM ( ) QUAL: NAO ()

2 - Avaliacio Nutricional:
Data:

Peso corporal (kg)
Estatura (m)

Perimetro cintura (cm)
Perimetro quadril (cm)

Perimetro pescoco (cm)
Perimetro do brago (cm)
Dobra cutanea triciptal (mm)

BIA

Angulo de fase (%)
Capacitancia (pF)
Resisténcia (€2)
Reactancia (Q2)
Massa magra (kg)
Massa gorda (kg)

Massa celular corporal (kg)
Massa extracelular (kg)
ME/MCC

Agua corporal total (L)

Agua intracelular (L)
Agua extracelular (L)
TMB (Kcal/dia)




3- Avaliacio da Funcao Muscular:

Data: / / 1? tentativa | 2° tentativa | 3* tentativa

Dinamémetro em pé:

Braco esquerdo (kg)

Braco direito (kg)

Dinamémetro sentado:

Brago esquerdo (kg)

Braco direito (kg)

Caminhada em 6 metros (sec)

4- Avaliacao dos Diametros Vasculares Retinianos:

Data:

Equivalente da artéria retiniana central

Equivalente da veia retiniana central

CRAE/CRVE

5- Avaliacao da Reatividade Microvascular Cutinea:

Data:

Fluxo cutianeo basal (UAP)

Fluxo cutaneo 1 min (UAP)

Fluxo cutaneo pico (UAP)

Pressao arterial média (mmHg)

Condutancia vascular cutanea basal (UAP/mmHg)

Condutancia vascular cutinea 1 min (UAP/mmHg)

Condutancia vascular cutanea pico (UAP/mmHg)

Amplitude CVC (pico — basal) (UAP/mmHg)

AUC basal

AUC 1 min

AUC pico

UAP = unidade arbifraria de perfusdio, CVC = condutincia vascular cutinea, AUC = drea sob a curva

6- Avaliacio da Pressiao Arterial e Frequéncia Cardiaca em repouso

Data: / / 1° tentativa 2" tentativa

3" tentativa

Pressao Arterial (mmHg)

Frequéncia Cardiaca (bpm)

111
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

'ﬁ o l‘ﬂJ
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f" % HOSPITAL UNIVERSITARIO
g H ¢ PEDRO ERNESTO/ W me
UNIVERSIDADE DO ESTADO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliac@o da prevaléncia de deficiéncia de vitamina B12 e sua relacdo com ingestao
alimentar e adiposidade corporal em pacientes transplantados renais

Pesquisador: Mariana Silva da Costa

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 38258714.0.0000.5259

Instituicao Proponente: Hospital Universitario Pedro Ernesto

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Ntiimero do Parecer: 870719
Data da Relatoria: 11/11/2014

Apresentagio do Projeto:
Adequada, com texto em linguagem cientifica. Projeto apresenta todas informacodes necessarias para
avaliacdo ética.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a prevaléncia de deficiéncia de vitamina B12 e o estado nutricional em pacientes transplantados
renais.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Sem riscos evidentes, projeto baseado em entrevistas e analise de prontuarios.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trabalho de conclusdo de curso de Residéncia em Nutricdo Clinica

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
TCLE apropriado, termo de ciéncia assinado pela Chefia da Nefrologia.

Recomendacgées:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Foram analisadas as documentacdes e as mesmas se encontram dentro das normas

Enderecgo: Avenida 28 de Setembro 77 - Térreo

Bairro: Vilalsabel CEP: 20.551-030
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2668-8253 Fax: (21)2264-0853 E-mail: cep-hupe@uerj.br

Piginani ds N2
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Jf)) % H HOSPITAL UNIVERSITARIO
ot | Ad =

PEDRO ERNESTO/ %‘*"“@
UNIVERSIDADE DO ESTADO

Continuacéo do Parecer: 870.719

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nado
Consideragoes Finais a critério do CEP:

1. Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité,
apos analise das mudancas propostas. 2. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser
mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos érgdos competentes. 3. O Comité de Etica
solicita a V. S2., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissao um sumario dos resultados do
projeto.

RIO DE JANEIRO, 13 de Novembro de 2014

Assinado por:
WILLE OIGMAN
(Coordenador)

Endereco: Avenida 28 de Setembro 77 - Térreo
Bairro: Vila Isabel CEP: 20.551-030
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)2868-8253 Fax: (21)2264-0853 E-mail: cep-hupe@uerj.br

Pagina 02 de 02
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SR, HI v UERJ - HOSPITAL

£ 593 UNIVERSITARIO PEDRO '%ﬂwm. o
UERJ

o’ = ERNESTO/ UNIVERSIDADE DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da prevaléncia de deficiéncia de vitamina B12 e sua relagdo com ingestio
alimentar e adiposidade corporal em pacientes transplantados renais.

Pesquisador: Mariana Silva da Costa

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAF: 38268714.0.0000.5259

Instituigdo Proponente: Hospital Universitario Pedro Ernesto/UERJ

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Hamero do Parecer: 1.866.066

Apresentagio do Projeto:

Emenda para aprovagdo de documentagio e alteragio de informagdes relativas ao protocolo.

Objetivo da Pesquisa:
Emenda para aprovagdo de documentagdo e alteragio de infermagdes relativas ao protocolo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Emenda para aprovagdo de documentagdo e alteragdo de informagdes relativas ao protocolo.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:
Justificativa da Emenda: Foram incluidas novas avaliagies ndo invasivas.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Os Termos de apresentago obrigatoria estdio de acorde com a legislagdo pertinente e devidamente
assinados pelos responsdaveis.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
A emenda apresenta todas informagdes necessarias para avaliagdo ética. Diante do expostoe &

Enderego: Awvenida 28 de Setembro 77 - Temeo

Bairro:  Vila lsabel CEP: 20.551-D30
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRD
Telefone: [(21)2388-8253 Fax: (212284-0853 E-mail: cep-hupe@uerbr

Pagina O de 03
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Contnuagdo do Parecer. 1.566.056

UERJ - HOSPITAL
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Qo

luz da Resolugdo CMS n°466/2012, a Emenda pode ser enguadrada na categoria — APROVADO

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente, o CEP recomenda ao Pesquizader: Comunicar toda e qualquer

alteragdo do projeto e no termo de consentimento livre e esclarecido, para analise das mudangas; Informar

imediatamente gualguer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da pesquisa; O Comité de

Etica solicita a . 5* . gque encaminhe relatdrios parciais de andamento a cada 06 (seis) Meses da pesguisa
e ao término, encaminhe a esta comissdo um sumario dos resultados do projeto; Os dados individuais de

todas as etapas da pesgquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos

orgdos competentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS_701885 22/11/2016 Aceito
do Projeto E1. pdf 13:18:18
Projeto Detalhado /| Projeto.pdf 22/11/2016 |Marcia Regina Simas| Aceito
Brochura 12:58:57 | Tomes Klein
Investigador
TCLE / Termos de  |tcle pdf 2211112016 |Marcia Regina Simas| Aceito
Assentimento [ 12:58:12 | Tomes Klein
Jusfificativa de
Auséncia
Outros Autorizagdo Suassuna.pdf 2810722014 Aceito

14:53:24
Folha de Rosto Folha de rosto_pdf 171102014 Aceito
10:42:15
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagdo da COMEP:
Mé&o
Enderego:  Awvenida 28 de Setembro 77 - Temeo
Bairro:  Vila lsabel CEP: 20.551-030
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRD
Telefone: [21)2888-8253 Fax: (21)2264-DB53 E-mail: cep-hupe@uerbr

Pagina 0T de 03
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Contnuagdo do Parecer 1.866.066

RIO DE JANEIRO, 12 de Dezembro de 2016

Assinado por:
MARIO FRITSCH TOROS NEVES
(Coordenador)

Enderego: Avenida 23 de Setembro 77 - Témreo

Bairro: Vila Isabel CEP: 20.551-030

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)2388-8253 Fax: (21)2264-0853 E-mail: cep-hupe@uerjbr
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ANEXO B - Questionério de Baecke

10.

11.

13.

14.

15.

16
<5

QU’ESTIONARIO DE BAECKE
Qual a sua ocupacéo principal? 1-3-5
No trabalho eu fico sentado
nunca/raramente/as vezes/freqiientemente/sempre 1 -2 -3 -4-5
No trabalho eu fico de pé
nunca/raramente/as vezes/frequentemente/sempre 1 -2 -3 -4-5
No trabalho eu ando (caminho)
nunca/raramente/as vezes/frequentemente/sempre 1 -2 -3 -4 -5

No trabalho eu levanto/transporto cargas pesadas
nunca/raramente/as vezes/frequentemente/muito frequentemente 1-2 -3 -4-5

No trabalho eu fico cansado

Muito frequentemente/frequentemente/as vezes/raramente/nunca 5-4-3-2-1
No trabalho eu transpiro
muito frequentemente/frequentemente/as vezes/raramente/nunca 5-4-3-2-1

Em comparagio com outras pessoas de minha 1dade, creio que meu trabalho € fisicamente
muito mais pesado/mais pesado/igual/mais leve/muito mais leve 5-4-3-2-1

Wocé pratica esporte? Sim/Néo
Em caso positivo:

- Qual o esporte que vocé pratica mais frequentemente? Intensidade 0,76 - 1,26 -1,76

- Quantas horas por semana? <1/1-2/2-3/3-4/>4Tempo: 0,5-1,5-25-35-45

- Quantos meses por ano? <1/1-3/4-6/7-9/>9 Propor¢do 0,04-0,17-0,42-0,67-0,92
Se vocé pratica um segundo esporte:

- Qual é este esporte? Intensidade 0,76 - 1,26 - 1,76
- Quantas horas por semana? <1/1-2/2-3/3-4/>4Tempo: 0,5-1,5-25-35-45

- Quantos meses por ano? <1/1-3/4-6/7-9 /=9 Proporgéo 0,04-0,17-0,42-0.67-0,92

Em comparagio com outros da minha idade, creio que nuinha atividade fisica no tempo de lazer
muito maior/maior/a mesma/menor/muito menor 5-4-3-2-1

Durante minhas atrvidades de lazer eu transpiro
muito freqiientemente/freqiientemente/as vezes/raramente/nunca 5-4-3-2-1

- Durante meu tempo de lazer eu pratico esporte
nunca/raramente/as vezes/freqiientemente/muito freqiientemente 1-2-3 -4-5

Durante meu tempo de lazer eu assisto televisdo
nunca/raramente/as vezes/freqiientemente/muito freqiientemente 1 -2 -3 -4-5

Durante meu tempo de lazer eu cammnho
nunca/raramente/as vezes/freqiientemente/muito freqiientemente 1-2-3 -4-5

Durante meu tempo de lazer eu ando de bicicleta
nunca/raramente/as vezes/freqiientemente/muito freqientemente 1 -2 -3 -4-5

- Quantos minutos vocé caminha ou pedala por dia para 1r ao trabalho, escola ou as compras?
/5-15/15-30/30-45 /> 45 1-2.3.4_5



