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Introduccion

La vitamina B , (también conocida como cobalami-
na) es una molécula soluble en agua que funciona
como una coenzima esencial para dos enzimas en
nuestro organismo: la metionina sintetasa citoplas-
matica, que cataliza la metilacion de la Homocis-
teina y su conversion en Metionina; y la enzima
metilmalonil-CoA mutasa reductasa, que cataliza la
conversion de metilmalonil-CoA en succinil-CoA
en la mitocondria (Figura 1). La primera de las
enzimas, esta directamente involucrada en el meta-
bolismo del Acido Folico (también conocida como
Vitamina B,), y es el paso limitante en el proceso
de transferencia de unidades monocarbonadas pro-
duciendo Metionina, aminoacido fundamental en el
inicio de la sintesis proteica, y la transformacion de
Uridina en Timidina, como paso clave en la sintesis
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de DNA. Estos procesos de transferencia de grupos
mococarbonados y sus desequilibrios, fueron debi-
damente revisados en el Libro del Programa Edu-
cacional del XX Congreso SAH del afio 2011. La
segunda de las reacciones enzimaticas de la Vit-B ,
(metilmalonil-CoA mutasa), estd implicada en re-
acciones de digestion de diferentes compuestos or-
ganicos, incluyendo los aminoacidos ramificados
y acidos grasos de cadena impar. A nivel mundial,
la deficiencia moderada de vitamina B, es bastan-
te comun, especialmente en las naciones en vias de
desarrollo en las que las personas tienen una baja o
limitada ingesta de productos de origen animal (la
unica fuente de la vitamina)®.
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Figura 1: Estructura de la Vit-B

12
Cobalto. De alli el nombre de Cobalaminas. Dicho metal pesado serda la base de union de diferentes grupos

que permitiran generar Cobalaminas (funcionales y no funcionales), dependiendo del grupo R unido al
Cobalto. Localizacion citoplasmatica de la Metil-B,,y mitocondrial de la Adenosil-B

En tanto, la deficiencia moderada de Vit-B , tam-
bién es comun entre la poblacion de edad avanzada,
posiblemente debido a cambios en el epitelio gastri-
co dependientes de la edad, que provocan la incapa-
cidad para absorber eficazmente la Vit-B , presente
en los alimentos®. Tipicamente, la deficiencia de
Vit-B , se produce con mayor frecuencia como re-
sultado de la falla en la absorcion de la vitamina, ge-
nerando en una enfermedad grave caracterizada por
anemia megaloblastica y/o trastornos neurologicos,
, progresan con un deterioro irreversible y finalmen-
te con la muerte del paciente®. El proceso metaboli-
co de sintesis de las cobalaminas, consta de alrede-
dor de 30 pasos enzimaticos, una tarea sumamente
laboriosa, que los seres humanos (y los mamiferos
en general) nos hemos ahorrado de realizar, y le de-
jamos esa tarea a los microorganismos (bacterias).
Por tal motivo, no somos capaces de sintetizar las
multiples diferentes “Cobalaminas”, por lo cual,
somos totalmente dependientes de su adquisicion
dietaria®. De esta forma, la ingesta y la absorcion
a nivel ileal resulta el paso limitante para el apor-
te de la Vit-B , a todas las c¢lulas del organismo.
Debido a la eficiente circulacion enterohepatica, asi
como su recaptura renal, la Vit-B, | se retiene en el
cuerpo durante largos periodos de tiempo, y por lo
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caracterizada por anillos tetrapirrolicos que protegen una molécula de

tanto una insuficiente ingesta alimentaria puede tar-
dar varios afios (en individuos adultos) para causar
sintomas clinicos relacionados a dicha deficiencia.
Por el contrario, la deficiencia puede ocurrir mucho
mas rapido durante edades tempranas y en pacientes
que carecen de la capacidad de absorcion de la vi-
tamina. En ausencia de limitaciones dietarias en el
aporte nutricional de la Vit-B, , su deficiencia sera
principalmente consecuencia de la destruccion au-
toinmune de las células parietales gastricas, lo que
genera la “Anemia Perniciosa” clasica. Sin embar-
go, otros mecanismos menos frecuentes de condi-
ciones adquiridas o genéticas, también pueden re-
sultar en la falta de la vitamina, incluyendo defectos
moleculares en la compleja maquinaria de la absor-
cion intestinal de la vitamina.

La absorcion de Vit-B,, y su posterior distribucion
en el cuerpo esta mediada por un complejo de pro-
teinas transportadoras y/o receptores-transportado-
res que translocan la Vit-B , del exterior celular al
citoplasma, de alli hacia las organelas, de éstas nue-
vamente al citoplasma y finalmente al exterior celu-
lar. Este complejo sistema permite describir la ruta
que la Vit-B , transitara desde los alimentos hasta
llegar a las diferentes células del cuerpo.

209



MACROCITOSIS: ; EN QUE DEBEMOS PENSAR?

Tabla 1: Listado de proteinas relacionadas a la absorcion, transporte y metabolismo de las Cobalaminas

Proteina

Funcién (comprobada o propuesta)

Sitio de accion

Factor Intrinseco (FI) Une Vit-B,,

Intestino delgado

Cubilina (CUBN) Union al complejo Vit-B ,-FI

Superficie apical de las células epiteliales del

borde en cepillo en el ileon terminal

AMN (AMN)

Internalizacion del complejo CUBN-FI-Vit-B ,

Superficie apical de las células epiteliales del

borde en cepillo en el ileon terminal

Transcobalamina II (TC-II) Union de Vit-B, Plasma
Cobalamina A (MMAA) Asegura la unién de Ado-B,, con MMCo-A mutasa Mitocondria
Cobalamina B (MMAB) Catalisa el acople de la adenosina Mitocondria
Catalisa la pérdida de los grupos CN y
Cobalamin C (MMACHC) . . .
Alquilos de la CN y Alkil Cobalam. Citosol
Cobalamin D (MMADHC) Capta la Vit-B,, intracelular y la lleva al Citosol
citosol o a la mitocondria
Cobalamin E (MTRR) Cataliza la metilacion de la Vit-B12 Citosol
Cobalamina F/LMBD1 Transporta Vit-B , del lisosoma al citosol Membrana Lisosomal
Cobalamina G/ Metionina Catalisa metilacion deHomocisteina Citosol
sintetasa
Metilmalonil-CoA mutasa Convierte MM-CoA en Succinil-CoA Mitocondria

CD320 Une el complejo TC-1I-B,,

Membrana plasmatica

Transportadores Vit-B ,

en los fluidos extracelulares

El acceso de la Vit-B,, a los fluidos extracelulares
depende de tres proteinas transportadoras homolo-
gas: el factor intrinseco (FI), la transcobalamina,
también conocida como transcobalamina Il (TC-II),
y la haptocorrina, también conocida como la Pro-
teina-R. Estas tres proteinas comparten el mismo
esquema estructural global, se expresan en sitios
especificos del tracto gastrintestinal y cada una de
ellas sélo puede llevar una sola molécula Vit-B
(Figura 2).

Al alcanzar el duodeno, la haptocorrina (Proteina
R), es degradada por enzimas proteoliticas pancrea-
ticas, y la Vit-B , es captada por el factor intrinseco
(FI), secretado por las células parietales gastircas de
la mucosa de la pared gastrica. En el ileon termi-
nal, la Vit-B , unida al FI (FI-Vit-B,)) se internaliza
por endocitosis mediada por la accion de un recep-
tor formado por el macrocomplejo Cubilina-AMN
(Figura 3). En el interior del enterocito ileal, el FI
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se degrada y la Vit-B , se transfiere por accion del
ABC-transportador MRP1, desde el lado basolate-
ral de la célula hacia el plasma (circulacion). Alli,
la Vit-B, estara principalmente unida a la Transco-
balamina-II (TC-II). Este ultimo transportador es
responsable de la entrega de la Vit-B,, a todas las
células de los tejidos. En el higado y otros érganos,
la captacion celular de Vit-B , unida a la TC-II esta
mediada por el receptor CD320, mientras que el re-
ceptor Megalina, es responsable de la reabsorcion
renal del complejo. En este drgano, la reabsorcion
tubular de la Vit-B,, es mediada por el complejo re-
ceptor Cubilina/AMN, el cual no reconoce al FI sin
vitamina, ni a la Vit-B , libre® (Figuras 2 y 5).

Debido al papel fundamental del factor intrinseco en
la absorcion de Vit-B ,, la deficiencia del FI (causa-
da por el ataque autoinmune a las células parietales
o raros errores congénitos de su sintesis), conduce
a un cuadro grave de déficit de Vit-B,, con anemia
(megaloblastica) “perniciosa clasica™®. El factor in-
trinseco fue descripto con dicho nombre por Castle
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Figura 2: Vista general esquemdatica de la captacion y transporte de la vitamina B,, en seres humanos.
En el tracto gastrointestinal superior la Vit-B,, se libera de los alimentos y es captada por las proteinas R
(haptocorrinas), presentes en los fluidos salivales y gastricos.

en 1935, como el “factor intrinseco” que estaba au-
sente en pacientes que sufren de lo que él denomind
como anemia perniciosa, dado que no mejoraban a
pesar del suministro oral de Vit-B, a la que consi-
derd como el “factor extrinseco””, que si corregia
la anemia en aquellos pacientes con déficit caren-
ciales (nutricionales).

La importancia de la transcobalamina-II (TC-II)
circulante en el plasma, para el transporte y bio-
distribucion de la Vit-B,, absorbida en el ileon, es
puesta de manifiesto por las graves consecuencias
clinicas observadas en casos pediatricos con severa
deficiencia congénita en dicho transportador. Los
nifios afectados muestran pocos sintomas al nacer,
pero en cuestion de meses desarrollan una deficien-
cia de Vit-B , severa que conduce a dafio neurolo-
gico grave y megaloblastosis refractaria a todo tipo
de tratamiento®.

Diferentes tipos de mutaciones conducen a una falta
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de TC-II, incluyendo deleciones y mutaciones que
resultan en la transcripcion de un ARNm erroneo®.
Teniendo en cuenta el importantisimo rol biodistri-
buidor que tiene la TC-II, la cantidad de complejo
TC-II-Vit-B , conocido como Holo-transcobalami-
na, resulta ser un parametro fidedigno de la cantidad
de Vit-B,, utilizable en un individuo"”. Actualmen-
te, la medicion de los niveles de holo-transcobalami-
na en plasma, se considera un valioso complemento
de las clasicas pruebas de diagnostico que evaltian
la posible deficiencia de Vit-B,,, como la medida de
los niveles de Vit-B , en plasma, o de homocistei-
na y/o acido metilmalonico, ambos de los cuales se
acumulan en los pacientes afectados.

Parametros sanguineos relacionados a deficiencia
de Vit-B,,

v Disminucion de las concentraciones de
Vit-B,, en plasma
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v’ Incremento de los niveles de dcido metilma-
lonico en plasma

v’ Incremento de los niveles de homocisteina en
plasma (también en Deficiencia de B,y Ac.
Folico)

v’ Disminucion de las concentraciones de ho-
lo-transcobalamina en plasma

Absorcion de la vitamina B , en el intestino
Durante la ingesta de alimentos, en el tracto gas-
trointestinal superior la Vit-B,, es captada por las
proteinas R (haptocorrinas), y este mecanismo se
piensa que protege a la vitamina de la hidrélisis por
el entorno 4cido en el estdbmago. En el duodeno, la
haptocorrina es degradada por enzimas secretadas
por el pancreas (exocrino) y la vitamina liberada
es entonces captada por el FI, que es resistente al
ataque proteolitico de estas enzimas'). En el ileon
terminal el complejo FI-Vit-B , es absorbido por
endocitosis mediada por el receptor formado por el
complejo Cubilina-AMN o complejo CUBAM!?.
El complejo CUBAM consta de dos moléculas cola-
boradoras: la Cubilina (que es una proteina de mem-
brana periférica que se une al complejo FI-B ), y la
estructura denominada AMN (amnionless), que es
una proteina transmembrana con actividad endoci-
tica. La Cubilina (460 kDa) y el AMN (48 kDa) se
coexpresan en la membrana apical de los epitelios
de absorcion tales como el ileon, los tiibulos proxi-
males del rifion, y el saco vitelino visceral (Figura 3).
La importancia fisiologica del complejo CUBAM
se basa en estudios bioquimicos que muestran la
dependencia mutua entre Cubilina y AMN para el
procesamiento del complejo CUBAM, y por los es-
tudios genéticos del Sindrome de Imerslund-Gras-
beck (IGS), un raro trastorno juvenil, producido por
un defecto congénito de absorcion intestinal de la
Vit-B ,, y que conduce a una anemia megaloblas-
tica de tipo autosomica recesiva (MGA1)"®. Esta
entidad clinica se caracterizada por mutaciones en
los genes que codifican tanto a la Cubulina como al
AMN®*19 Dichas mutaciones comprometen el si-
tio de unién o reconocimiento del EGF (amnionless
binding domains) o del complejo FI-Vit-B,, 'y fue-
ron descriptas en regiones exonicas (1-28) del gen
de la Cubilina, o en clusters intronicos (8-11) o en el
exon 10, del gen AMN (Figura 3).

Ademas de la anemia megaloblastica y/o sintomas

212

MACROCITOSIS: ; EN QUE DEBEMOS PENSAR?

neurologicos, el Sindrome de Imerslund-Grasbeck
es resistente al tratamiento con Vit-B , y a menudo
se acompafiada por proteinuria pronunciada, que
se explica por una funcion adicional de CUBAM
en la reabsorcion renal de proteinas filtradas tales
como albumina, apolipoproteina A-I y transferrina.
Los pacientes con IGS sin proteinuria pueden ex-
plicarse por mutaciones que afectan solamente la
unién FI-Vit-B ,. Un ejemplo de tal mutacion en el
gen CUBN es la denominada mutacion finlandesa
1 (FM1) ¢.3890C>T; p.Prol297Leu, una mutacion
que se encuentra en la mayoria de los casos IGS de-
tectados en Finlandia'®. En estos casos, el cuadro
clinico se asemeja a la deficiencia de Vit-B , juvenil
hereditaria causada por mutaciones en el gen que
codifica el factor intrinseco®.

El transporte celular de la Vit-B ,

Tras la internalizacion mediada por el complejo CU-
BAM-FI-Vit-B, ,, el factor intrinseco se degrada en el
lisosoma, por accion de proteasas que, a diferencia
de las proteasas intestinales, si pueden atacar a esta
proteina. La Vit-B, | liberada atraviesa la membrana
lisosomal para acceder al citoplasma, un proceso
que requiere la accion de la proteina LMBDI1. En
cualquier caso, las mutaciones en el gen que codifi-
ca LMBD1 son responsables del raro defecto deno-
minado Cbl-F, un error innato del metabolismo de
la Vit-B,, que se caracteriza por una liberacion li-
sosomal defectuosa de la vitamina. La acumulacion
de Vit-B,, dentro del lisosoma dificulta su disponi-
bilidad y uso por las enzimas metionina sintetasa y
metilmalonil-CoA mutasa. LMBD]1 es una proteina
similar al receptor de lipocalina (61 kDa) que se
localiza en la membrana lisosomal, con el C-ter-
minal ubicado hacia el citoplasma. La transfeccion
del ADNc que codifica el tipo salvaje de LMBDI1 a
cultivos celulares de fibroblastos de pacientes con
sindrome de Cbl-F, resulta en un incremento sus-
tancial en la utilizacion enzimatica de la Vit-B,,.
En conjunto, estos datos apoyan la hipdtesis de que
LMBDI esta implicado en la exportacion lisosomal
de Vit-B,.

Exactamente como la Vit-B , se maneja dentro de
la célula desde el punto de salida lisosomal hasta su
uso como una coenzima, o su exportacion hacia el
exterior celular, sigue siendo en gran parte descono-
cido. Sin embargo, ya podemos afirmar que muta-
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ciones en al menos ocho genes, son responsables de
los errores congénitos en el metabolismo de Vit-B, ,
relacionados al transito intracelular de la vitamina
(Tabla 1). Dependiendo de la ubicacion intracelular
de la Vit-B ,, los defectos pueden bloquear la pro-
duccion o utilizacion de Metil-B ,, Adenosil-B ,, o
ambos compuestos, lo que resulta en homocistinu-
ria, aciduria metilmalonica, o ambos. La llamada
Cobalamina C, convierte la Ciano-cobalamina y la
Alquil-cobalamina, en compuestos listos para reci-
bir sus uniones covalentes con el metilo (a nivel ci-
toplasmatico) o la adenosina (a nivel mitocondrial),
tarea que estard a cargo del complejo denominado
Cobalamina D.

Los detalles exactos del transporte proteico de la
Vit-B , dentro de la célula todavia estan inconclu-
sos. Sin embargo, se sabe que la vitamina puede per-
manecer dentro de la célula para ser utilizada como
cofactor enzimatico, o puede ser exportada por el
transportador basolateral MRP-1, hacia afuera de
la célula ileal. MRP-1 (multidrug resistant protein
1) perteneciente a la gran familia de transportado-
res-ABC (ATP-Binding Cassette) que funcionan a
expensas de la hidrélisis de ATP. Parte de esta fami-
lia de transportadores es responsable del fenomeno
clinico de multirresistencia a drogas (MDR). Se ha
postulado que también podria existir un mecanis-
mo de exportacion alternativo de la Vit-B ,, quizas
mediado por otros transportadores similares, o por
mecanismos aun no dilucidados, pero se trataria de
mecanismos indispensables en células polarizadas,
es decir que deben asegurar un flujo unidireccional
en el transito de la Vit-B, .

En tanto, en las células no polarizadas, la internali-
zacion de Vit-B , se produce mediante un complejo
con la TC-II, a través del receptor CD320. La frac-
cion Vit-B, ) que ingresa a la mitocondria es modifi-
cada por la complejo proteico Cobalamina-B, y que
permite generar el cofactor activo 5’-deoxyadeno-
sil-cobalamina, que luego se utiliza por la enzima
Metilmalonil-CoA mutasa (MUT)(Figura 4).

La fraccion restante (citosolica) se orientara hacia la
segunda de las dos enzimas dependientes de Vit-B, ,
la metionina sintetasa (también denominada com-
plejo de Cobalamina-G). Se cree que el complejo
proteico Cobalamina-E se encarga de catalizar la
generacion de Metil-cobalamina, la forma activa del
cofactor que es utilizado por la metionina sintetasa.
En este punto, es importante recordar que ese grupo
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metilo proviene del 5-Metil-THF, y sera transferirlo
a la Homocisteina, para sintetizar Metionina.

Salida de Vit-B,, de la célula

La Vit-B,, remanente dentro de la célula, en vez de
ser utilizada como una coenzima, o ser destinada al
almacenamiento, puede, alternativamente, salir de
la célula para volver al torrente sanguineo (u otro
fluido extracelular). Este papel es particularmente
importante en el intestino, donde las células epite-
liales entregan Vit-B , al plasma, y este escape del
metabolismo celular intraenterocitico constituye
la fuente de ingreso de Vit-B , al organismo, y por
ende a todos los tejidos. La proteina de resistencia a
multiples farmacos conocida como MRP-1 ha sido
identificada como la encargada de exportar Vit-B,
en estas células, desde el citosol hacia el torrente cir-
culatorio!”- Esta proteina pertenece a la familia de
transportadores ABC por lo que es conocida como
ABCCI, tiene un PM de ~190 kDa y genera el eflujo
de sus substratos por hidrolisis de ATP. MRP1 es una
proteina multifuncional y se caracterizd original-
mente como un transportador capaz de exportacion
de diversas drogas antineoplasicas, pero hoy se sabe
que transporta una larga lista de farmacos contribu-
yendo asi al fendmeno de la farmacorresistencia.
Se encuentra altamente expresada en los organos
excretores como intestino, higado, rindn, BHE, etc.
Si bien anteriormente se consideraba que la Vit-B ,
dejaba las células unida como complejo a la trans-
cobalamina, hoy se pudo establecer, que lo hace en
forma de substancia libre, y su salida es mediada
por el transporte activo ejercido por MRP-147, Este
mecanismo, concuerda con la observacion de que el
transporte y eliminacion en orina de la vitamina en
su forma “libre” es el fundamento del test de Schi-
lling. En esta prueba, una vez saturados todos los
sitios de union proteica de la Vit-B, , (fria) adminis-
trada por via i.m., la Vit-B , radioactiva administra-
da por via oral, seguira su camino y se excretara en
la orina en forma proporcional a la dosis absorbida.
Llamativamente en modelos de ratones knock-out
de MRP-1, no se observan anomalias morfologicas
ni metabolicas significativas en estos ratones, dando
la idea de que la excrecion mediada por MRP-1 no
seria critica en el control de la utilizacion enzimatica
de la vitamina. A su vez, esta condicion sugiere la
posible presencia de otras vias alternativas de ex-
portacion de Vit-B , desde el interior de las células,
e independiente de MRP-1.
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Figura 3: Representacion esquematica del complejo receptor CUBAM-AMN y su union al
complejo FI-Vit.B,,. El componente transmembrana e integral AMN ancla el complejo receptor
CUBAM a la membrana. La cubilina (460 kDa) esta organizada en tres regiones: una parte
amino-terminal que trimeriza la proteina, ocho dominios EGF y 27 dominios CUB, cada una
con una estructura de f-barril- similares a los receptores de las inmunoglobulinas. Los dominios
CUB 5-8 son los responsables del reconocimiento y union al complejo factor intrinseco-Vit.B,,
ligados a las subunidades o.y [ del FI respectivamente. En ambos sitios de interaccion, el Ca**

indirectamente involucrado en la union mediante la colocacion de dos residuos de carga negativa
de la cubilina para la interaccion directa con un residuo cargado positivamente del ligando del

factor intrinseco.
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Figura 4: Esquema de las vias para la captacion intracelular y salida de la Vit-B,, a: Vias para el
transporte celular de Vit-B,, en una célula polarizada, como el caso del enterocito. El complejo Factor
intrinseco-B,, en el intestino es reconocido por el receptor cubam presente en el borde en cepillo apical
de las células epiteliales del ileon terminal. Una vez interiorizado, el complejo factor intrinseco-B,, se
libera del transportador cubam en los endosomas y el complejo se transfiere a los lisosomas. Cubam,
por otra parte, recicla hacia la superficie celular. En los lisosomas, las proteasas son responsables de la

degradacion del componente de proteina del complejo FI-Vit-B

requiere del transportador LMBDI.

Captacion de Vit-B,, desde el plasma hacia el in-
terior celular.

Una vez producido el transporte desde el enterocito
hacia el plasma, la Vit-B,, circulara en el torrente
sanguineo unida a la Transcobalamina II (Tc-II). El
receptor del complejo Tell-Vit-B,, (CD320) se en-
cuentra presente en las membranas de la mayoria
de las células que requieren Vit-B,,, principalmente
los hepatocitos. La region extracelular del CD320
contiene dos dominios de receptor de LDL tipo A,
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,» ¥ la salida posterior de B, del lisosoma

altamente glicosilados. La internalizacion del com-
plejo Tcll-B ,-CD320 genera la degradacion del re-
ceptor CD320 a nivel de los lisosomas, permitiendo
la liberacion de la Vit-B, de ese anclaje proteico
para su posterior utilizacion. El papel de CD320 en
la absorcion de Vit-B,, ha sido confirmada por el
descubrimiento en un recién nacido con un aumento
moderado de los niveles de acido metilmalénico en
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la orina, de una delecion en el gen CD320, afectan-
do estructuralmente al primer dominio del receptor
de LDL del CD320, lo que causa una marcada dis-
minucion en la absorcion por las células debido a
pérdida del reconocimiento y uniéon del complejo
TC-II-Vit-B , Curiosamente, la expresion CD320
parece estar estrictamente regulada de acuerdo con
el estado de proliferacion y diferenciacion de la cé-
lula. El aumento de expresion de CD320 durante la
proliferacion celular es consistente con la alta de-
manda de Vit-B , (que tiene un papel importante en
la sintesis de ADN y proteinas). Es interesante des-

MACROCITOSIS: ; EN QUE DEBEMOS PENSAR?

tacar que al igual que lo que sucede con el Receptor
Soluble de Transferrina, el CD320 cuenta con una
forma soluble circulante en plasma.

También es tentador especular que el nivel celular
de Vit-B , regula directa o indirectamente la expre-
sion de CD320. Si los niveles altos de Vit-B , regu-
lan la baja captacion mediada por este receptor de
TC-II-Vit-B , en los tejidos, una gran fraccion del
complejo se filtrara en el rifidon, donde es absorbido
por el otro receptor del complejo TC-1I-Vit-B,, co-
nocida como megalina. (Figura 5)

Megalina (LRP2)

Cubilina
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-
-
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-
-
-
-
-
-
-
-
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Figura 5: Megalina y Cubilibna: La Megalina forma parte de un sistema de union y reconocimiento
a MULTIPLES FACTORES extracelulares. Llamativamente, varios de ellos son simultaneamente

necesarios para la proliferacion celular.
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La megalina es un “receptor-transportador” de la
superficie celular que consiste en una gran region
extracelular, un solo dominio transmembrana, y una
fraccion menor citoplasmatica donde esta el C-ter-
minal. El dominio extracelular de la megalina con-
tiene cuatro grupos de “repeticiones” con funcion de
“receptor” de diferentes estructuras tales como la
union a lipoproteinas, factores de crecimiento, etc.
El segundo de estos grupos de repeticiones se ha
identificado como un sitio de unién comun para va-
rios ligandos incluyendo la apolipoproteina E (Apo
E), apolipoproteina M (Apo M), proteina de union
a retinol (RBP) y transtirretina (TTR). La megali-
na también se une a la forma soluble del receptor
de folato (Folrl), y al factor morfogenico (Shh), de
gran importancia en la auto-renovacion de los stem
cells. La pequeia fraccion citoplasmatica de la me-
galina se une a una estructura Dab2, la cual es una
proteina adaptadora citos6lica muy importante que
favorece la endocitosis de los complejos unidos a
megalina, y recluta a otra estructura conocida como
Myo6, asociada a las vesiculas revestidas de clatri-
na. Estas estructuras son fundamentales en la me-
canica de la endocitosis para la mayoria de los re-
ceptores de membrana que se internalizan al unirse
a sus ligandos. En el sector extracelular, la proteina
LRPAP1/RAP puede unirse a megalina y a cubilina.
Los ligandos de cubilina incluyen a la transferrina
(TRF), albimina, hemoglobina, apolipoproteina A1
(ApoAl) y el complejo FI-Vit-B, ..

Reabsorcion renal de la Vit-B,

La reabsorcion de Vit-B, en el rifion se explica
por la filtracion renal y la recaptura del complejo
Transcobalamina-II-Vit-B , por el Receptor-Trans-
portador megalina (Figuras 2 y 5), una proteina
de la familia del receptor de LDL-600 kDa que se
encuentra en la membrana apical de las células del
tubulo proximal. La megalina tiene una alta afinidad
para la TC-II (transcobalamina-2) y evita la pérdida
urinaria de la Vit-B,, presente en el filtrado glomeru-
lar renal, mediante la internalizacion del complejo
TC-II-Vit-B ,. Una vez dentro de la célula renal, la
Vit-B,, puede unirse a enzimas especificas depen-
dientes de la vitamina para su actividad, puede ser
almacenada, o bien es liberada de la celula!®.
Sobre la base de los resultados de estudios en ani-
males, la Vit-B , parece acumularse en los lisosomas
de los rifiones, lo que indica una funcion de almace-
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namiento para esta organela. Queda por establecer
cudl seria el sistema exportador de la Vit-B, a nivel
de la membrana basolateral del tubulo renal, dado
que MRP-1 no se expresa normalmente en dicho ti-
bulo".

Curiosamente, la megalina se coexpresa junto con
CUBAM en el rifién y en varios otros epitelios de
absorcion, incluyendo el intestino. Tanto megalina
y CUBAM se clasifican como receptores multi-li-
gando y, antes del descubrimiento de la funcion
de correceptor AMN, se pensaba que megalina era
esencial para la actividad endocitica de la cubili-
na. De hecho, los estudios indican que la megalina
tiene una funcién importante tanto en el sistema en-
docitico como en la regulacion de de expresion y/o
funcion del CUBAM en la cubilina®. Sin embargo,
la expresion aislada de estas proteinas ha demostra-
do ahora que el complejo CUBAM puede funcionar
independientemente de la expresion de megalina y
viceversa®).

Sintomas clinicos de la deficiencia de Vit-B ,*
* Anemia Megaloblastica
Fatiga
Cansancio
Mareos
* Enfermedad desmielinizante nervioso central
Hormigueo o entumecimiento en los dedos de
manos y pies
Problemas de marcha y equilibrio
Irritabilidad, depresion, falta de memoria y
problemas de atencidon y concentracion
Trastornos psiquiatricos: demencia, mania,
psicosis y cambios de personalidad
Atrofia optica
* Disfuncion gastrointestinal
Glositis
Malabsorcion
* Infertilidad
* Vitiligo
* La lista no es exhaustiva, y ninguno de los sin-
tomas son un requisito previo para el diagnosti-
co de deficiencia de vitamina B12.

Conclusiones

La investigacion intensiva en esta area ha identifi-
cado un numero considerable de genes y proteinas
implicadas en el transporte de la Vit-B,,. Sobre la
base de estos hallazgos, ahora es posible delinear la
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via de transferencia de la Vit-B , desde los alimen-
tos hasta las células del cuerpo. Este conocimiento
explica y ayuda en el diagnostico de formas here-
dadas hasta ahora desconocidas de enfermedades
relacionadas a la deficiencia de Vit-B12, que puede
ser el resultado de defectos en los genes implicados
en cualquiera de las etapas de ese largo y complejo
recorrido.

El transito de la Vit-B,, por el cuerpo también ha
planteado nuevas preguntas. Por ejemplo, las fun-
ciones exactas de muchos de los productos génicos
intracelulares importantes para el transporte y/o el
metabolismo de la Vit-B,, son atin desconocidos.
La existencia de un 15-20% de casos de mala absor-
cion de Vit-B,, de tipo hereditaria recesiva resulta
aun inexplicable, lo cual sugiere que varias protei-
nas reguladoras del transporte y metabolismo de la
Vit-B , no han sido identificadas®?.

Por otra parte, en contraste con la informacion de-
tallada sobre el transporte extracelular y transmem-
brana de la Vit-B, en el sistema gastrointestinal,
revisado brevemente aqui, todavia queda mucho por
aprender sobre el transporte de la Vit-B , en otros
organos. En particular, los mecanismos de transpor-
te de la Vit-B , en el sistema nervioso central (SNC)
son en gran parte desconocidos; a la luz de los sin-
tomas neurologicos causados por la deficiencia de la
vitamina, parece muy importante estudiar el trans-
porte de la Vit-B , en el SNC. Los mecanismos des-
criptos en relacion a la trampa del Metil-folato y su
relacion a la recuperacion de Metionina, descriptos
por Scott y Weir en la década del 80 (Revisado en el
Libro Educacional SAH, 2011, pg 69-81), explican
parcialmente estos sintomas neurologicos, pero los
mecanismos de transporte y sus regulaciones, son
un universo fascinante que abre nuevas posibilida-
des diagnostico-terapéuticas.

Aunque totalmente especulativa en la actualidad,
muchas de las proteinas mencionadas en esta revi-
sion también podrian transportar la Vit-B, ) a través
de la barrera hematoencefalica y en el propio parén-
quima del SNC. Del mismo modo sera importante
para delimitar como se produce el transporte mater-
no-fetal de Vit-B,, en la placenta, asi como el trans-
porte (secrecion) desde la glandula mamaria hacia
la leche materna, ya que estos dos sistemas son
esenciales en las primeras etapas de la vida. La bus-
queda continua de proteinas que transportan Vit-B ,
podria, sin embargo, complicarse por la redundancia
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en las vias de transporte, como parece ser el caso del
eflujo o salida de la Vit-B , de las c€lulas.

En un entorno clinico, el descubrimiento de nuevos
transportadores de Vit-B , podria traducirse directa-
mente en nuevas opciones para las pruebas genéti-
cas y la deteccion de las causas hereditarias de de-
ficiencia funcional de la vitamina. Por otra parte, el
diagnostico de deficiencia de Vit-B,, puede ser guia-
do por la medicion de la fraccion activa en plasma
de la transcobalamina-II conocida como holo-trans-
cobalamina (Transcobalamina-Vit-B, ). Este nuevo
marcador parece reforzar ain mas el diagnodstico de
deficiencia funcional de la vitamina B, que en ca-
sos limite puede ser dificil de diagnosticar basando-
se solamente en los sintomas y los resultados de las
pruebas de laboratorio que se utilizan actualmente
en forma rutinaria.

En términos de la terapia, el desarrollo del complejo
factor intrinseco-B,, (recombinante) para la admi-
nistracion oral ha sido propuesto como un sustituto
para inyecciones intramusculares de vitamina B,
(con un intervalo de 1-3 meses) o megadosis de
Vit-B,, por via oral®. Sin embargo, respecto a esta
ultima estrategia, un estudio realizado en nuestra
catedra con megadosis orales de Vit-B , administra-
das a individuos normales sanos, mostraron un valor
pico méximo no mayor a 900 pg/dl a las 3 horas
post dosis, valor que no supera el maximo del rango
normal de la vitamina circulante descripta para el
método empleado.

Este estudio sugiere que no se puede absorber mas
Vit-B , que la cantidad disponible a ser transportada
por los sistemas descriptos, y que del mismo modo,
megadosis intramusculares resultaron en valores
circulantes excesivamente elevados, que persistie-
ron durante las 24hs de seguimiento, indicando que
la capacidad de eliminacion (o biodistribucion tisu-
lar), también estad limitada por los transportadores
saturados®®.

Ast, la administracion del complejo FI-Vit-B, ), imi-
ta la absorcion fisiologica normal de la vitamina y
evita tanto la incomodidad de las inyecciones como
también el potencial, hasta ahora desconocido, ries-
go asociado a una ingesta diaria de >200 veces la
dosis fisiologica de la vitamina.

Las drogas dirigidas contra las vias de transporte
de la Vit-B,, han sido investigadas por varios gru-
pos como un enfoque alternativo en el tratamiento
del cancer. Aunque una terapia de ese tipo alin no
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ha llegado a los estudios clinicos, esta opcion se
encuentra actualmente en consideracion®. Un as-
pecto especulativo pero muy interesante es que si
la Vit-B,, es substrato de MRP-1 (y quizas de otros
ABC-transportadores de multidrogas), la adminis-
tracion de altas dosis de la vitamina, podria bloquear
(por saturacion) la accion de estos transportadores y

revertir la refractariedad mediada por estas protei-
nas de resistencia multiple a drogas. A su vez, esta
estrategia, permitiria atacar a las células cancerosas
que consumen altas cantidades de la vitamina, si la
Vit-B , administrada va acoplada con drogas citoto-
xicas y/o anticuerpos anti-CD320%%.
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Listado de mutaciones en 8 genes complementarios de enzimas y trasportadores de Vit-B12 (Ref. 27)
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La cantidad de mutaciones descriptas en los diferen-
tes genes implicados en los 8 procesos metabolicos
de la Vit-B , son sumamente numerosas, y hoy dia
pueden ser detectadas por métodos de secuenciacion
de alto rendimiento (NGS). La disponibilidad de es-
tas tecnologias, y la generacion de paneles de mu-
taciones especificas como perfiles genéticos asocia-

dos

a diferentes cuadros clinicos, es una herramienta

que permitira ir descifrando las incognitas que atin
quedan sin respuestas.
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