Universidade de Brasilia

ROBERTA DA SILVA PAULA

KLOTHO SERICO COMO POTENCIAL BIOMARCADOR PARA EVENTOS
CARDIOVASCULARES PREVIOS EM PACIENTES AMBULATORIAIS IDOSOS

BRASILIA-DF, 2016



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

ROBERTA DA SILVA PAULA

KLOTHO SERICO COMO POTENCIAL BIOMARCADOR PARA EVENTOS
CARDIOVASCULARES PREVIOS EM PACIENTES AMBULATORIAIS IDOSOS

Tese apresentada como requisito parcial para
obtencado do Titulo de Doutor em Ciéncias da Saude
pelo Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da
Saude pela Universidade de Brasilia.

Orientador: Prof. Dr. Otavio de Tolédo Nobrega

BRASILIA-DF
2016



ROBERTA DA SILVA PAULA

KLOTHO SERICO COMO POTENCIAL BIOMARCADOR PARA EVENTOS
CARDIOVASCULARES PREVIOS EM PACIENTES AMBULATORIAIS IDOSOS

Tese apresentada como requisito parcial para
obtencdo do Titulo de Doutor em Ciéncias da Saude
pelo Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias da
Saude pela Universidade de Brasilia.

Aprovada em

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Otavio de Toledo Nébrega (presidente)
UnB

Prof. Dr. Rivadavio Fernandes Batista de Amorim
unB

Prof. Dr. Luiz Sérgio Fernandes de Carvalho
Unicamp

Prof2. Dr2. Sandra Fernandes Arruda
unB

Profa. Dr2. Annette Leibing
Université de Montréal/Canada

Profé. Dra. Eliza Carla Barroso Duarte (suplente)
UnB



Dedico ao meu pai, que durante sua
trajetoria ndo mediu esforcos para que
eu tivesse a oportunidade de estudar, a
minha familia e em especial, ao meu

esposo pelo incentivo e paciéncia.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida, a minha familia, ao meu esposo e todos aqueles
gue convivo por ter entendido a minha auséncia. Agradeco especialmente o meu
orientador pela sua paciéncia e dedicacéao.

Sobretudo, agradeco aos profissionais do Projeto ProTeGer e todos aqueles
gue direta e indiretamente colaboraram para a concluséo deste trabalho.



RESUMO

7

O numero de 6bitos por doencas vasculares é exorbitante em todo o mundo, e
marcadores confidveis ainda s80 necessarios para esses eventos importantes.
Diante disso, realizou-se um estudo transversal para investigar associacao dos
genotipos e dos niveis séricos de Klotho com fatores de riscos cardiovasculares
classicos e com histéria clinica de eventos cardiovasculares. Realizou-se analises
clinica, antropométrica, bioquimica e nutricional com uma amostra de 168 idosos,
complementada por genotipagem (rs9536314 e rs9527025) e deteccdo sérica
(ELISA) de Klotho. Niveis de Klotho e seus haplotipos ndo se associaram com a
maioria dos fatores de risco classicos para eventos vasculares, tampouco com 0sS
marcadores, como a proteina C-reativa e a homocisteina. Observou-se associacéo
positiva entre niveis circulantes de Klotho e ocorréncia prévia de infarto do miocéardio
por andlises de correlacdo (p = 0,006) e de variancia (p < 0,001). Propomos que
niveis aumentados de Klotho sérico no pés-infarto do miocardio podem consistir em
mecanismo adaptativo contra hipertrofia miocardica patolégico, e pode representar

um novo biomarcador para eventos em uma regido especifica.

Palavras-chave: biomarcadores; evento cardiovascular; desordem vascular; idoso;

infarto; genotipagem; Klotho.



ABSTRACT

The number of deaths from vascular diseases is extremely high worldwide, and
reliable markers for major events are still needed. This cross-sectional study
investigated the association of Klotho haplotypes and of its serum levels with classic
risk factors and clinical history of vascular events. Clinical, anthropometric,
biochemical and nutritional assessments were conducted with 168 older adults,
complemented by genotyping (rs9536314 and rs9527025) and detection of serum
Klotho (ELISA). Klotho levels and haplotypes did not associate with most classic risk
factors for vascular events, in parallel to marker as C-reactive protein and
homocysteine assessed as well. A positive association was only found between
Klotho levels and previous occurrence of myocardial infarction, by both correlational
(p = 0.006) and variance analyses (p <0.001). Increased post-myocardial infarction
serum Klotho is suggestive of an adaptive mechanism against pathological

hypertrophy, and may represent a new biomarker for events at a specific territory.

Keywords: biomarker; cardiovascular event; vascular disorder; elderly; infarction;

genotyping; Klotho.
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1 INTRODUCAO

No cenario mundial, as doencgas cardiovasculares foram responsaveis por
17,5 milhdes de Obitos no ano de 2012, dos quais 7,4 milhées foram por doencas
isquémicas do coracao e 6,7 milhdes foram por acidente vascular encefalico (AVE).
Ainda neste sentido, a doenca arterial coronariana (DAC) é a causa mais frequente
de morte no mundo, correspondendo a 12,8% (mais de 7 milhdes) do total de 6bitos
(1). Em 2010, a doenga coronariana foi responsavel por aproximadamente 1 em
cada 6 mortes nos Estados Unidos, totalizando 379.550 ébitos, enquanto na Europa,
1 a cada 6 homens e a cada 7 mulheres morreu por infarto do miocardio (2).
Segundo o0 Ministério da Saude, em 2009 as doencas cardiovasculares
corresponderam a 20% dos obitos dos brasileiros com idade superior a 30 anos (3).

1.1 EPIDEMIOLOGIA DAS DOENCAS CARDIOVASCULARES (DCVs)

Devido ao envelhecimento populacional e a mudanca do perfil etario da
incidéncia das doencas, a prevencdo primaria da doenca aterosclerética ocorrera em
faixas etarias cada vez mais elevadas. Os esfor¢cos de prevencéo e tratamento das
DACs tém como base o reconhecimento e controle dos fatores de risco. No entanto,
a avaliacdo de risco cardiovascular na populacdo idosa carece de ferramentas
apropriadas uma vez que nos grandes estudos de prevencdo primaria, esta
populacdo encontrava-se sub-representada (4).

A mortalidade por doenca aterosclerética tem apresentado diminuicdo em
individuos com idade inferior a 60 anos, porém sem alteracao entre individuos acima
de 60 anos (5). A pratica do uso de estatinas na prevencdo primaria entre idosos,
por exemplo, tem sido apoiada em analises de subgrupos e em poucos estudos
voltados para a populacdo mais velha (6).

O processo aterosclerético inicia-se na infancia com a formacdo de estrias
gordurosas precursoras de placas aterogénicas, e estas comecam a surgir aos 3

anos na aorta e, na adolescéncia, passam a atingir as coronarias, progredindo pelas
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outras fases do ciclo da vida (7, 8). Além disso, estudo epidemiologico sobre perfil
lipémico demonstrou que criancas e adolescentes com colesterol sérico elevado tém

fator preditivo do nivel de colesterol na vida adulta (9).

1.1.1 Fatores de risco para desenvolvimento das DCVs

Sendo a aterosclerose um processo cronico, progressivo e sistémico,
caracterizado por resposta inflamatéria que pode se iniciar na infancia e se
manifestar tardiamente, esta possui etiologia multicausal por envolver diferentes
fatores de risco (genéticos e de estilo de vida) que atuam em conjunto,
determinando sua ocorréncia em mais de 50% da populacdo adulta mundial (10-13).

Neste contexto, a doenca arterial coronariana (DAC) é caracterizada pelo
estreitamento do Iumen das artérias (estenose) pelo acumulo de placas
ateromatosas, levando a uma reduc¢ao do fluxo sanguineo ao musculo cardiaco (14),
e que apresenta como fatores de risco obesidade, diabetes mellitus, hipertenséo,
tabagismo, hipercolesterolemia, historia familiar e fatores genéticos. Como possivel
decorréncia da DAC, infartos do miocardio (IMs) podem resultar em morte do tecido
cardiaco por periodo prolongado, com seu diagnéstico marcado por elevacédo de
indicadores séricos de necrose miocardica (preferencialmente troponina) quando
acompanhada por aspectos clinicos como sintomas sugestivos de isquemia, novas
ondas Q no eletrocardiograma, ou evidéncia por imagens de perda de miocardio
viavel ou de contratilidade ventricular (15).

No tocante as doencas cerebrovasculares, 90% resultam de lesGes das
artérias carotidas (16-18) que podem resultar em acidente vascular encefalico (AVE)
por oclusdo subita ou uma ruptura da vasculatura cerebral, arterial ou venosa (19).
Assim, essa lesdo cerebral pode ser hemorragica ou isquémica, essa Ultima,
definida como uma disfuncdo neurologica aguda num territério arterial (20). Na
maioria das vezes, este dano pode resultar em um evento trombético agudo que se

manifesta por hemiplegia, afasia ou convulsdes (21).
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1.1.1 Transig¢&o nutricional

O mundo todo tem passado por uma série de mudancas desde a década de
1950, entre as quais as mais perceptiveis talvez sejam os fendmenos da
urbanizacdo e da globalizacdo. Essas modificagcbes afetam a qualidade dos
alimentos produzidos e industrializados. As escolhas pelos alimentos sdo menos
condizentes com 0 novo estilo de vida, mais aceitas ao paladar e menos satisfatorias
ao aporte de nutrientes necessarios a saude em relacdo ao padrao anterior (22). O
Brasil ndo difere das demais partes do mundo, pois tende a adotar novos habitos,
criados pela indastria alimentar e marcados pelo excesso de produtos
industrializados, diminuindo desta forma o consumo de produtos regionais e a
tradigéo cultural (23, 24).

Além da globalizacdo, também é desde a década de 1950 que os estudiosos
verificaram que o consumo de lipideos aumenta o risco de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, e que o consumo de lipideos superior a 35% das calorias
ingeridas habitualmente esta relacionada a maior incidéncia de aterosclerose (25,
26). A contribuicdo da dieta para as doencas cardiovasculares se deve ndo sO a
guantidade, mas também aos tipos de gordura alimentar, pois estes influenciam a
concentracao de lipideos e lipoproteinas no plasma (27). No que se refere, aos tipos
de lipideos, tanto os acidos graxos saturados quanto o colesterol alimentar
apresentam associacdo direta com a lipemia, em especial a colesterolemia;
entretanto, a ingestdo isocaldérica de acidos graxos saturados por acidos graxos
polinsaturados reduzem o colesterol total (CT) e a lipoproteina de baixa densidade
(low density lipoprotein, LDL) (28).

Decorrente destas mudancas, hoje os brasileiros tém uma dieta mais rica em
gorduras saturadas, sodio e carboidratos simples, e deficientes em 6mega-3 e fibras,
ou seja, uma alimentacdo ocidentalizada, e essas tém sido relacionadas a uma
maior tendéncia pro-inflamatdria, pré-oxidante e pro-trombdética (29, 30). Embora o
excesso no consumo de lipideos saturados aumente o risco as doencas
inflamatorias, uma alimentacdo saudavel pode prevenir e tratar fatores de risco ao

desencadeamento do processo aterosclerético (31).
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Estudo epidemioldgico sugere que as dislipidemias continuam sendo fator de
risco para doenca coronariana em individuos idosos apesar de o risco relativo
diminuir nas faixas etarias mais avancadas (> 80 anos) (32). Embora a contribuicdo
das dislipidemias tenha sido extensivamente demonstrada em estudos
observacionais e experimentais na patogénese da aterosclerose e da doenca arterial
coronariana, estas evidéncias se restringiam apenas a individuos de meia-idade, e
isto impossibilitava um consenso sobre como tratar a dislipidemia em idosos (33).
Contudo, cabe ressaltar que consensos emanados pelas sociedades profissionais, a
exemplo da Sociedade Brasileira de Cardiologia (34), passaram na atualidade a
nortear a conduta clinica no sentido de que as dislipidemias em idosos ndo sejam
negligenciadas ou enquadradas como achado menor, incidental em um quadro

clinico mais complexo.
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1.1.2 Biomarcadores para DCVs

A Biotecnologia, cada vez mais disponivel, ttm contribuido nas ultimas trés
décadas para a rapida evolucdo das areas de saude e principalmente da medicina,
com novos marcadores moleculares sendo identificados e facilitando o diagnéstico
preciso e em muitas vezes precoce de varias doencas de etiologia genética ou
infecciosa. Dentre estas, podemos citar as inimeras doencas metabdlicas, auto-
imunes, parasitologicas e virais (22).

Dentre os fatores clinicos que comumente sdo avaliados enquanto fatores
sugestivos do desencadeamento de eventos vasculares estdo os niveis circulantes
de homocisteina e de proteina C-reativa (PC-R), além de aspectos metabdlicos
como fracdes de colesterol (LDL e lipoproteina de alta densidade (HDL, High Density
Lipoproteins Cholesterol) e niveis de lipoproteinas, entre outras. Tanto homocisteina
guanto PC-R tendem a apresentar-se em concentracdes elevadas em individuos
com risco aumentado para a ocorréncia de eventos vasculares (35). Apesar de a
PC-R predizer eventos de doenca cardiaca coronariana independentemente de
outros fatores de riscos (36-38), seus niveis podem estar transitoriamente
aumentados por 2 ou 3 semanas em virtude de uma grande infeccédo, trauma ou
evento isquémico extra-cardiaco (39), o que pode comprometer uma avaliacédo
clinica segura embasada nestes marcadores. Além disso, é necessario considerar
gue os niveis circulantes de homocisteina s&@o inversamente modulados pela
ingestdo das vitaminas B6, B12 e folato (40-43). A insuficiéncia renal cronica
também pode interferir no metabolismo desse biomarcador, levando a hiper-
homocisteinemia (44). Assim, a baixa especificidade destas moléculas tem mostrado
a necessidade por se agregar novos biomarcadores para estratificacdo de risco para
disturbios vasculares (45). Atualmente a Sociedade Brasileira de Cardiologia tem
indicado para o diagnostico especifico de infarto agudo do miocéardio (IAM) na
pratica clinica a dosagem de troponinas, creatinoquinase (CK-MB) e mioglobina,
entretanto essas sdo mais utilizadas para avaliacdo nas primeiras horas apds o
inicio dos sintomas (46). Além desses biomarcadores, outros sdo utilizados com
menos frequencia e podem contribuir para avaliacdo da evolu¢cdo do IAM ou até

mesmo na remodelacado cardiaca, como o peptideo natriurético cerebral (BNP) e seu
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fragmento n-terminal inativo (NT-proBNP), o peptideo natriurético atrial (ANP) e o
fator-15 de diferenciagcdo e crescimento (GDF-15). Ja a dosagem da proteina
receptora da interleucina 1 (ST2), da cardiotrofina (CT-1) e da endotelina-1 (ET-1)
também podem ser utilizadas para predizer a mortalidade apos o IAM (47).
Pesquisas para definicdo de biomarcadores tanto em contexto clinico quanto
experimental prosseguem mundialmente em busca de candidato(s) menos
voluvel(is) a interferéncias por comorbidades associadas ou estilo de vida.
Certamente que tais fatores séo de grande valia na elaboracdo da conduta clinica de
prevencao e tratamento. No entanto, muitas manifestagdes moleculares envolvidas
no desenvolvimento e evolugdo da DAC, do IM e dos AVEs ainda sé&o
desconhecidas, o que abre um campo para estudos que podem auxiliar na

identificagéo de novos fatores de risco.

1.2 KLOTHO

A descoberta do gene Klotho ocorreu apés um grupo de pesquisadores
observar depois de quatro semanas de vida que um rato apresentava diversas
manifestacbes proprias do envelhecimento precoce, como aterosclerose,
calcificacdo vascular, alteracbes do metabolismo do calcio e fosforo, osteoporose,
atrofia cutdnea e muscular, enfisema e diminuicdo da sobrevida (48). O fendtipo
apresentado neste rato se deve a uma diminui¢cdo acentuada na expresséo do gene
Klotho, e a denominacéo desse gene se deve a deusa grega que estende o fio da
vida (49). Estudos revelaram que a superexpressdo do gene Klotho em modelo
animal eleva em 20 a 30% a extensao total de vida de cobaias (50).

O gene Klotho estd mapeado no braco longo do cromossomo 13 (13qgl12),
contém 5 éxons e 4 introns, mede mais de 50Kb e sua transcricdo tem um tamanho
de 5,2 Kb. Através de splicing alternativo obtem duas transcri¢cées, uma que codifica
uma proteina transmembranar de 1012 aminoacidos e uma outra proteina secretora
de 549 aminoéacidos (49, 51). Klotho humano apresenta 86% dos aminoacidos

idénticos as proteinas dos ratos, entretanto nos ratos predominam a codificacdo da
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forma transmembranar, enquanto nos seres humanos predominam a proteina de
forma soluvel (49, 51).

O gene Klotho pode se exibir em diferentes formas alélicas por apresentar
trés pontos polimorficos notdrios em sua regido codificadora, sendo uma silenciosa e
duas com troca de sentido (missense), onde estes Ultimos sdo causadores das
trocas F352V (T->G, rs9536314) e C370S (G->C, rs9527025) na traducdo da
proteina. Ocorre completo desequilibrio de ligacdo entre esses dois polimorfismos
de base Unica (single-nucleotide polymorphisms, SNPs), de modo a conformarem os
haplétipos FC e VS. Desta forma, a determinagcdo de um destes SNPs é
suficientemente informativa do outro, suscitando que se investigue tdo somente a
ocorréncia dos homozigotos F/F (TT) e V/V (GG) ou do heterozigoto F/V (TG) em
estudos de associagdo genética com fenotipos especificos (52, 53).

A expressdo do referido gene encontra-se principalmente no rim
(especialmente ao nivel das células do tubulo distal (51), local onde interage com -
Klotho e 0 FGF-23) desempenhando um papel fundamental na homeostase de
fosfato de célcio (48, 54, 55). Também pode ser encontrado em niveis mais baixos
nas células ependimais do plexo cérebro coréide, pituitarias, das glandulas
paratiredides, dos musculos esqueléticos, da placenta, da bexiga, do célon, do
ouvido interno, pancreas, testiculos e ovarios (51, 55).

Quanto as funcdes de Klotho, foram realizados testes em camundongos
selvagens e transgénicos, nos quais observou-se que camundongos KL” com
doenca renal crénica (DRC) apresentavam calcificacdo precoce de tecidos moles em

++

comparacao com camudongos selvagens (KL™") igualmente portadores de DRC. Ja
camundongos com DRC que superexpressam Klotho (niveis preservados de Klotho)
apresentam maior fosfaturia e, por isso, melhor funcéo renal e menos calcificacdo de
tecidos quando comparados com camundongos selvagens com DRC. Neste sentido,
Klotho poderia ser considerado um biomarcador precoce das complicacdes clinicas
da DRC (56).

Outra funcao de Klotho consiste em sua participacdo no aumento da atividade
dos fatores de crescimento de fibroblastos (FGF), principalmente FGF-23. Este
tltimo é produzido especialmente pelo osso e lancado no plasma, cuja acéo
principal consiste em inibir a reabsorcdo renal de fosforo (ou seja, promover

fosfaturia) e a expressédo de 1a-hidroxilase (Cyp27bl), a qual promove a sintese de
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vitamina D. Os niveis plasméticos de fosfato sdo regulados por vitamina D e
paratormbénio (PTH), e as moléculas de Klotho e FGF-23 funcionam como
reguladores negativos (eixo enddcrino osso-rim-paratiredide) (54, 55, 57). Neste
sentido, estudo demonstrou que camundongos FGF-23" e KL apresentavam niveis
séricos aumentados de 1,25 (OH),D3; e as mesmas anormalidades metabdlicas (58).
Embora a enzima 1a-hidroxilase seja essencial na sintese da vitamina D ativa,
sugere-se que estas duas moléculas citadas anteriormente regulem a expressao do
gene 1a-hidroxilase. Acrescenta-se ainda que outras pesquisas em outros modelos
de animais detectaram correlacdo do excesso de vitamina D ativa e efeitos
apoptoticos, levantando a hipétese de atuacdo como efeito cascata que a exposicao
de células a elevados niveis de vitamina D pode apresentar efeitos citotdxicos em
varios tecidos, resultando em atrofia dos mesmos (59, 60).

Além da relagdo com a atrofia de tecidos, os ésteres de vitamina D, o
paratorménio, o fator de crescimento de fibroblastos- 23, Klotho e inibidores da
calcificacdo vascular estdo envolvidos na evolugcdo das placas de ateroma e
consequente calcificacdo dos infiltrados (calcio e fosfato). E esta calcificacédo
caracteriza um forte e independente fator preditor de risco para eventos
cardiovasculares, especialmente em pacientes com DRC (61).

A proteina Klotho pode representar um potencial marcador para eventos
vasculares. Estudos em humanos tém indicado que a variante Klotho-VS esta
associada com a doenca coronariana oculta. A despeito de apresentar frequencia
populacional minoritaria (16%, em meédia), esta forma aparenta implicar menor
atividade biologica de Klotho. Foi encontrada uma associacdo dessa variante
funcional com menor sobrevida entre pessoas com histéria de eventos de AVE (62).

Ainda sobre a relacdo de Klotho com eventos cardiovasculares, sabe-se que
a disfuncao das células endoteliais tem sido sugerida como iniciadora do processo
no desenvolvimento e progressao da aterosclerose. Para sustentar tal afirmacao,
identificaram que camundongos KL” apresentam extenso e acelerado processo
aterosclerotico (48). Ademais, eles exibem tanto a vasodilatacdo endotélio-
independente (63) quanto angiogénese prejudicadas (64), sugerindo que a proteina
Klotho possa proteger o sistema cardiovascular.

Mas a importancia clinica de todas estas evidéncias supracitadas permanece

indeterminada, 0 que mostra a necessidade do incentivo a pesquisas que visem uma
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melhor padronizacdo dos testes, além de estudos com maior amostragem e
diferentes critérios de selecdo de pacientes. Esta abordagem viabilizaria a avaliagéo
da associacdo de gendtipos/fenétipos do gene Klotho e a predisposicdo a DAC,
contribuindo para a¢bes de prevencdo, diagnoéstico e estratificacdo de risco da

doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Investigar a associacdo dos genétipos e dos niveis séricos de Klotho com
fatores de risco cardiovascular classicos, assim como 0s eventos vasculares prévios

em uma amostra de individuos idosos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar o perfil clinico, metabdlico e antropométrico de pacientes idosos
ambulatoriais, e classifica-los como portadores ou ndo de algum evento vascular
prévio com base na anamnese médica,

- Quantificar a ingestdo de macronutrientes (lipidica, glicidica e protéica),
assim como a ingestéo caldrica total de cada paciente;

- Determinar a freqiiéncia dos genétipos produzidos pelos polimorfismos mais
comuns de Klotho na populacao investigada;

- Dosar os niveis circulantes de Klotho de cada individuo, assim como de
proteina C-reativa e de homocisteina;

- Investigar a associacdo dos polimorfismos de Klotho e de seus niveis
séricos com fatores de risco vascular, e a ocorréncia de eventos vasculares prévios

em analises controladas para possiveis fatores de confuséao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRA E DESENHO DO ESTUDO

Este estudo realizou analises de corte transversal com dados obtidos de
mulheres e homens idosos da comunidade das periferias urbanas do Distrito
Federal, com 60 anos ou mais e que se submeteram a exames de saude (médicos,
nutricionais e / ou farmacol6gicas) para avaliar risco cardiovascular em uma coorte
denominada Progndstico e Terapéutica em Geriatria (ProTeGer), em Brasilia. Para a
presente analise, foram considerados critérios de inclusdo possuir idade = 60 anos e
ter procurado espontaneamente por atendimento. Figuraram como critérios de
exclusdo ser portador de doencas auto-imunes, infecgdes cronicas ou recorrentes,
doencas neoplasicas, doenca renal crbnica (clearence de creatinina < 25
mL/min/1.73m?), ter usado medicamento por indicacdo anti-inflamatéria nos 30 dias
gue antecederam o0s exames clinicos e bioquimicos e/ou apresentar
comprometimento cognitivo (apds aplicado teste mini exame do estado mental).

Este estudo foi realizado em conformidade com a Declaracdo de Helsinki e
orientacbes sobre as boas praticas clinicas, sendo aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (Oficio n°
061/2011- ANEXO A). A participacado foi voluntaria e os individuos participantes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Os dados foram coletados
no periodo compreendido entre agosto de 2011 a julho de 2014, durante os
atendimentos no Servico de Geriatria do Hospital da Universidade Catdlica de
Brasilia (HUCB) e no Centro de Medicina do ldoso (CMI) do Hospital Universitario de
Brasilia (HUB).

Nenhum dos participantes recebia orientacdo nutricional no momento em que

os dados laboratoriais e clinicos foram obtidos.
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3.2 PROCEDIMENTOS CLINICOS

Cada individuo passou por um protocolo clinico (ANEXO B) que consistia em
exames bioquimicos, antropométricos e clinicos para a admissdo no estudo. Na
avaliacdo médica, foi investigada a ocorréncia prévia de eventos vasculares como
AVE, IM e DAC (angina) a partir da historia clinica relatada pelo paciente e/ou seu
acompanhante bem como pelos resultados de exames laboratoriais e/ou de imagem
fornecidos pelos individuos. A ocorréncia de qualquer evento vascular foi baseado
no relato e computado apenas quando declarado de forma independente em pelo
menos duas consultas médicas. Todas as consultas pelos profissionais clinicos
sobre eventos anteriores foram realizadas de forma cega para as informacoes ja
disponiveis sobre os registros. Para nossas analises, os sujeitos foram segregados
conforme portadores ou ndo de eventos vasculares prévios.

Presenca de comorbidades como hipertensdo arterial sistémica (HAS),
dislipidemias e diabetes mellitus II, entre outras, foi registrada, assim como 0 uso
continuado de medicamentos para o controle das mesmas. As intervencdes
farmacologicas foram aplicadas livremente por cada medico dentro das terapéuticas
previstas pelas diretrizes brasileiras de cada condicéo cronica. E foram considerados
praticantes de exercicios fisicos individuos que praticam 30 minutos ou mais de
gualquer exercicio durante pelo menos quatro dias por semana (65), enquanto que o
habito de fumar foi definido como consumo de mais de 100 cigarros ao longo da vida
(66).

Para a medida da circunferéncia abdominal foi utilizado fita métrica néo
extensivel e localizado o ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca no
momento da expiracao do individuo (67).

Os exames bioquimicos incluiram a determinacdo de colesterol total (CT),
HDL, triglicerideos (TG), glicemia, hemoglobina glicada, insulina, PC-R, hormdnio
estimulante da tireoide (TSH) e homocisteina. Amostras de sangue venoso foram
coletadas em tubo com EDTA, ap6s um periodo de jejum de 12h. Os testes de
laboratério foram realizados na sequéncia de analises clinicas de rotina com os
reagentes da Boehringer Mannheim (Alemanha) e foram processados num

dispositivo de aparelho Autohumalyzer (Humana GMBH, Alemanha). Lipoproteina de
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muito baixa densidade (Very Low Density Lipoproteins Cholesterol, VLDL) foi
determinada dividindo os niveis TG por 5, enquanto que a equacao de Friedewald foi
usada para produzir LDL, por subtracdo de ambos VLDL e HDL do CT. Os casos
foram avaliados como positivos ou negativos para montar variaveis categoricas para
distarbios metabdlicos. A categorizacao de lipideos foi realizada de acordo com do
NCEP ATP Il (68), com cada voluntario identificado como um portador (ou ndo) da
hiperlipidemia mista (CT 2200 mg /dl, LDL 2130 mg/dle/ou TG =150 mg/dl). O
uso atual de drogas antilipémicas foi considerado na definicdo de hiperlipidemia. A
diabetes mellitus Il foi definida de acordo com os valores de referéncia estabelecidos
pela Associagdo Americana de Diabetes (glicemia de jejum = 126 mg / dl) (69) ou o
uso atual de medicamentos hipoglicemiantes orais ou insulina. Pressao arterial
sistélica e diastolica foram medidas como recomendado pelas Diretrizes Brasileiras
de Hipertensao Arterial VI (70). Pacientes com pressao arterial sistolica = 140 mmHg
e/ou a pressao arterial diastélica = 90 mmHg, foram classificados como hipertensos,
bem como aqueles que tomam regularmente medicamentos anti-hipertensivos.

O indice HOMA €& um célculo fundamentado na dosagem da insulina e
glicose, ambas em jejum, com base na raz&do do produto entre insulinemia de jejum

(mU/L) e glicemia de jejum (mmol/L) por 22,5 (71).

3.3 AVALIACAO DIETETICA

O presente estudo avaliou o consumo habitual de macronutrientes por
mulheres e homens idosos. Para avaliar o consumo alimentar, foram realizados
anamnese nutricional com frequencia alimentar (ANEXO C) e registro alimentar
(ANEXO D) de trés dias ndo consecutivos, incluindo um dia de fim de semana. Para
preencher os formularios corretamente, cada paciente recebeu orientacfes sobre o
namero e tamanhos das porcdes pelas nutricionistas treinadas. No caso de duvida
guanto o preenchimento do registro alimentar, a equipe de nutricionistas forneceu
assisténcia pessoal ou por telefone.

De sete a dez dias depois de serem entregues 0s registros, os formularios

foram devolvidos pelos pacientes durante a consulta e checado o preenchimento
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para verificar a exatiddo e completar informagcbes ndo preenchidas. A analise de
composicdo de nutrientes foram realizadas com o software Pro Diet, versao 5i (AS
Sistemas, Brasil), ajustado para todos os bancos de dados disponiveis e
complementada com dados da Tabela de composi¢cdo quimica de alimentos
brasileiros (72). Os individuos cujos registros indicaram o uso de suplementos
alimentares contendo macronutrientes foram excluidos do estudo.

Ap6s a insercdo de dados alimentares no programa, a ingestdo total em
gramas (g) de carboidratos, proteinas e lipideos foram calculados individualmente.
As ingestdes absolutas foram convertidas em calorias relativas a partir desses
macronutrientes em relacéo ao total de calorias na dieta. A ingestédo de calorias total
e todas as avaliagbes de macronutrientes foram determinadas como a ingestao
diaria média com base nos registros alimentares de 3 dias.

Para aumentar a confiabilidade dos dados coletados, foi aplicada uma versao
em portugués do Brasil do mini exame do estado mental (Mini-Mental State
Examination, MMSE) (73) (ANEXO E) em cada paciente, sendo as faixas de
exclusao definidas conforme nivel de escolaridade: < 13 para individuos analfabetos,
< 17 para individuos que tiveram de 1 a 7 anos de educacao formal, e < 25 para

individuos que tiveram 8 ou mais anos de educacéao formal (74).

3.4 GENOTIPAGEM DO KLOTHO

Dez mililitros de sangue foram coletados por meio de puncdo venosa em
tubos contendo heparina, com plasma obtido por centrifugacéo refrigerada (4 °C) de
5 mL a 1.000 g por 15 min. O plasma foi aliquotado e imediatamente congelado a -
20 °C até a realizacao dos testes.

Extracdo do DNA partiu de 5 mL de sangue pelo método de salting out (44). A
determinacao dos haplétipos FC e VS do gene Klotho foi realizada conforme descrito
por Arking e colaboradores (52), com modificacbes. Brevemente, ambos sitios
polimorfismos F352V (T/G; rs9536314) e C370S (G/C; rs9527025) foram
amplificados em um mesmo segmento de DNA pela reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) com os primers forward 5 aggctcatgccaaagtctgg 3’ e reverso 5’
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gtttccatgatgaactttttgagg 3’. Condicdes de amplificagdo consistiram em hot start a
80°C por 1 min seguido desnaturacéo inicial a 94°C por 2 min e de 36 ciclos a 94 °C
por 40 s, anelamento a 60 °C por 45 s e extensao a 72 °C por 50 s, finalizado a 72
°C por 5 min. A amplificacdo dos produtos de 505 pb foi confirmada por eletroforese
em gel de agarose a 1,6%. Sendo detectado esgotamento dos iniciadores por
verificacdo visual em gel, a identificacdo dos pontos polimorficos foi realizada de
forma direta por sequenciamento automatizado dos produtos de amplificagdo em um
sistema de DNA Analyzer 3130 (Foster City, CA, EUA), usando reagentes e
procedimentos de acordo com o fabricante (Applied Biosystems). As reacdes de
sequenciamento foram realizadas utilizando tanto o iniciador direto quanto o reverso

para o passo de PCR.

3.5 DETECCAO SERICA DA PROTEINA KLOTHO

A concentracdo da proteina Klotho sérica foi determinada pelo método de
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) por meio do kit especifico produzido

pela empresa Uscn Life Science Inc., de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Para lidar com o objetivo de avaliar a ocorréncia e a forca da associacao dos
niveis séricos de Klotho e de outros biomarcadores classicos com eventos
vasculares prévios, nossas andlises estatisticas comecaram com a obtencdo de
coeficientes de correlacdo dos biomarcadores séricos investigados com variaveis
continuas e categoéricas antropomeétricas, clinicas e bioquimicas com potencial
condundidor no modelo principal. Para isso, distribuicdo préxima a normal foi
avaliada para todas as variaveis continuas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. A
associacdo entre as variaveis continuas foi avaliada pelo teste de correlagdo de

Pearson, enquanto que o envolvimento de pelo menos uma variavel categérica no
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modelo foi avaliado usando teste de Spearman, com homens e mulheres
representados por 1 ou 2 e auséncia ou presenca de uma caracteristica
representada por O ou 1, respectivamente. Para testar se 0os genétipos na amostra
encontravam-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizamos o teste em Excel,
disponivel pelo endereco http://www.tufts.edu/~mcourtO1/Documents/Court%20lab
%20-%20HW%20calculator.xls. Sempre que uma interagao foi notada, a associacao
dos biomarcadores com os eventos vasculares foi testada por meio de analises de
correlacdo parcial analisados usando o ajuste para a(s) variavel(is) de confusdo ou
estado. Além disso, as concentracdes de cada biomarcador foram testados entre os
individuos que apresentaram ou nao infarto agudo do miocéardio (IAM) antes do
inicio do estudo utilizando o teste t Student. Quando os resultados mostraram
diferencas significativas, a magnitude de efeito (effect size; d) e seu respectivo
intervalo de confianga (IC 95%) foram apresentados. Finalmente, a andlise de
regressao linear multipla foi realizada para avaliar em que medida as concentracdes
séricas dos biomarcadores explicava a variabilidade na ocorréncia dos eventos
vasculares.

Todas as anadlises foram realizadas com o programa Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) para Windows (verséo 17.0). Para este estudo, um valor
de p (bicaudais) foi considerado significativo usando o principio de correcdo de
Bonferroni para comparacdes multiplas sempre de uma dada caracteristica € testada

em relacdo a multiplas variaveis independentes k (k = 10 testes .. a < 0,005).


http://www.tufts.edu/~mcourt01/Documents/Court%20lab
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4 RESULTADOS

ApoOs a avaliacdo clinico-laboratorial e dietética, e sendo verificados os
critérios de inclusao e excluséo, a amostra elegivel foi de 168 individuos idosos, com
idade média de 73,1 anos. Para o polimorfismo F352V, 138 (82,1%) dos individuos
eram homozigéticos FF, enquanto que 27 (16,1%) tinham o gendétipo FV e 3 (1,8%)
tiveram o gendtipo VV. As mesmas proporcdes foram encontradas para os genoétipos
CC, CS e SS, com forte correspondéncia entre os alelos F e C, bem como a
presenca de V e S em cada genotipo individual, o que é consistente com o
desequilibrio de ligacéo perfeito dos dois SNPs em nossa amostra. Este resultado é
altamente consistente com a suposicdo preconizada por Arking e colaboradores,
segundo os quais o trabalho de identificacdo da variacdo F352V pode ser utilizada
como substituto para a determinacdo de todo o haplétipo para fins de estudos
epidemiologicos (75).

A Tabela 1 apresenta resultados de uma analise inferencial sobre os
resultados, onde se buscou verificar a associacado dos haplotipos de Klotho com as
principais variaveis clinico-laboratoriais determinadas na amostra. Em termos
clinicos, a caracterizacdo da amostra revelou se tratar de individuos com proporcéo
relativamente baixa de eventos vasculares prévios, mas com prevaléncia importante
de distarbios metabdlicos, compativel, portanto com um perfil elegivel para
prevencao primaria. A analise realizada ndo mostrou associacao dos grupos alélicos
estudados com quaisquer das variaveis de base. Além disso, ndo houve diferencas
na prevaléncia de DAC prévia, AVE e casos de |IAM entre os diferentes grupos de

haplétipos.



TABELA 1- Varidveis antropometricas, clinicas e metab6licas da amostra.

Grupos
Todos FC/FC __IVS

Variaveis (n=168) (n=138) (n=30) p

Masculino, % 39,9 37,7 50,0 0,212
Idade, anos 73,1+9,0 73,0+8,7 73,7+10,1 0,677
CC,cm 97,4+115  980+118 95,2 +9,9 0,204
Nivel de glicose, mg.dl™ 1032 +27,7 104,4+299  982+132 0,082
HbAlc, % 59+1,0 59+1,1 57+0,6 0,280
Insulina, mUl/mL 9,3+10,0 9,7 +10,8 73+4,9 0,230
indice HOMA 2,6+38 28+41 1,8+1,2 0,163
DM2%, % 22,6 26,1 6,7 0,021
Colesterol total, mg.dl™ 1934+£39,9 192,3+36,2 198,8+50,1 0,404
LDL, mg.dI™ 1153+337 1144+331 119,6 +37,0 0,448
Triglicerideos, mg.dI™* 1412 £64,7 143,3+621 1316 +75,8 0,370
Hiperlipemia®, % 51,8 50,7 56,7 0,438
HDL, mg.dl™ 481+109 475106  50,8%12,2 0,135
PAS, mm Hg 1348+19,5 1348+195 1345+198 0,927
PAD, mm Hg 806+11,1 806+111  80,8+118 0,918
HAS®, % 77,4 78,3 73,3 0,559
PC-R, mg.dl™ 35+5,6 37+58 2,6+43 0,339
TSH, miu.I* 25+22 2,6+23 22+1,6 0,294
Homocisteina, umol.I™* 12,8 +8,8 12,5+8,7 14,0+9,1 0,413
AVE prévio®, % 9,5 10,9 3,3 0,202
IAM prévio®, % 4,2 43 3,3 0,801
DAC prévio®, % 1,8 2,2 - 0,415
Sedentarismo®, % 60,7 61,6 56,7 0,616
Tabagismo®, % 37,3 36,5 41,4 0,621
Klotho, ng.ml™* 1,2+0,6 1,2+0,6 1,2+0,8 0,743
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Os dados sdo expressos como médias + desvio padrdo para variaveis continuas ou frequéncias

relativas para variaveis categdricas. Os testes T Student ou o qui-quadrado foram usados.

CC =

circunferéncia da cintura; HbAlc = Hemoglobina glicada Alc; indice HOMA = modelo homeostatico

de avaliagdo; DM2 = diabetes mellitus tipo 2; VLDL = very low density lipoprotein; LDL = low

density lipoprotein; HDL = high density lipoprotein; PAS = pressao arterial sistolica; PAD= pressao

arterial diastélica; HAS = hipertensdo arterial sistémica; PC-R = proteina C-reactiva; TSH = horménio

estimulante da tireoide;

Limiar de significancia p < 0,002 de acordo com a convencédo de Bonferroni.

IAM = infarto agudo do miocérdio; DAC = doenca arterial coronariana.
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J4 a possibilidade de associacdo das varidveis clinico-laboratoriais e
dietéticas da amostra com os niveis circulantes de Klotho foi realizada mediante
testes de correlacdo (Tabela 2) onde marcadores séricos tradicionais para eventos
vasculares (proteina C-reativa e homocisteina) foram considerados em meio as
analises. Neste contexto, niveis séricos de proteina C-reativa e de homocisteina
mostraram-se significativamente influenciados pelo sexo, com o nivel médio do
primeiro elevado em 87% entre mulheres [p = 0,012; d = 0,23 (0,1; 0,4)], e do
segundo, em 34% entre homens [p = 0,020; d = -0,25 (-0,4; -0,1)]. Ademais,
individuos sedentarios exibiram nivel sérico médio de PC-R 75% superior [p = 0,044;
d = 0,23 (0,1; 0,4)] ao exibido por idosos fisicamente ativos. Além destas
associacgdes, as nossas analises de correlacdo revelaram nao haver nenhuma outra
associacao significativa entre esses trés marcadores biologicos e de qualquer
variavel clinica, bioquimica e alimentar investigadas. Portanto, niveis de Klotho ndo
parecem ser influenciados por aspectos demograficos, de estilo de vida ou
comorbidades apresentadas por pacientes em contexto de atencdo primaria. A
ingestdo de macronutrientes ndo apresentou correlacdo significativa com qualquer

dos marcadores séricos considerados.
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TABELA 2- Andlises de correlagdo dos niveis séricos de proteina C-reativa, homocisteina e

Klotho sobre os aspectos clinicos, bioquimicos e cuidados com a salde dos 168 idosos

avaliados.
Idade Sexo® PAS PAD HAS® o HAS®
PC-R 0,09; 0,242 0,23; 0,002 -0,07;0,399 -0,10; 0,195 0,09;0,268 0,09; 0,238
Homocisteina 0,18; 0,022 -0,25; 0,001 -0,10; 0,203 -0,18; 0,022 0,05;0,544 0,070; 0,373
Klotho 0,11; 0,178 0,06; 0,424 -0,18; 0,025 -0,16; 0,041 -0,06; 0,473 -0,05; 0,538
cC Sedentarismo®  HbAlc  indice HOMA  DM2° aDM2®
PC-R 0,08; 0,289 0,23; 0,002 -0,07; 0,400 0,20;0,010 0,05;0,492 0,01;0,873
Homocisteina 0,02;0,791 0,11;0,165 -0,02;0,764 0,01;0,933 0,09;0,233 0,01; 0,884
Klotho -0,05; 0,524 0,07; 0,375 -0,07; 0,353 -0,07; 0,404 -0,01; 0,898 0,03;0,660
CT LDL TG Hiperlipemia HDL alipgémicos®
PC-R 0,03; 0,722 -0,06; 0,433 -0,01; 0,887 0,03;0,686 -0,03;0,687 -0,01;0,968
Homocisteina -0,12; 0,119 -0,06; 0,474 -0,03; 0,672 -0,06;0,476 -0,09; 0,233 0,06; 0,405
Klotho -0,18; 0,021 -0,10; 0,204 -0,05; 0,537 -0,01; 0,935 -0,06; 0,444 -0,02; 0,802
Etilista®  Tabagista® IC IL IP VET
PC-R 0,12; 0,108 0,13; 0,098 -0,05;0,610 -0,04;0,697 0,18;0,050 -0,04;0,673
Homocisteina 0,17; 0,025 0,12;0,134 -0,13;0,161 0,13;0,179 0,07;0,484 0,01; 0,924
Klotho 0,02; 0,790 0,14;0,086 0,10;0,277 -0,19;0,045 0,12;0,193 -0,20; 0,031

Utilizou-se o teste de correlacdo de Pearson ou Spearman§. Para esta Ultima, a presenga ou auséncia
de uma caracteristica foi representada por 1 ou 0, respectivamente. Os dados sdo expressos em indice
de correlagdo e nivel de significancia (r; p). o = uso de drogas terapéuticas (ou medicamentos) para a
doenga; CC = circunferéncia da cintura; PAS = pressdo arterial sistolica; PAD= pressdo arterial
diastdlica; CT = colesterol total; LDL = low density lipoprotein; TG= triglicerideos; HDL = high
density lipoprotein; indice HOMA = Modelo homeostatico de avaliagido; HbAlc = Hemoglobina
glicada Alc; HAS = hipertensdo arterial sistémica; DM2 = diabetes mellitus tipo 2; IC = ingestdo de
carboidratos; IL = ingestdo de lipideos; IP = ingestdo de proteinas; VET = valor energético total.

Limiar de significancia p < 0,002 de acordo com a convencéo de Bonferroni.
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Em seguida, andlises de correlacdo foram realizadas para investigar uma
possivel associacdo dos biomarcadores PC-R, homocisteina e Klotho com a
ocorréncia de eventos vasculares prévios (AVE, IAM ou DAC) ao inicio do estudo
(Tabela 3). Estas andlises foram controladas para os fatores de confundimento (sexo
e sedentarismo) anteriormente associados com alguns biomarcadores, e a principal
resultante consistiu em uma associacao positiva entre os niveis circulantes de Klotho
e a ocorréncia prévia de infarto agudo do miocardio. Ao se comparar 0s niveis
sericos de PC-R, homocisteina e Klotho entre sujeitos acometidos ou ndo por infarto
agudo do miocéardio prévio, observa-se que Klotho consistiu no Unico marcador a
exibir niveis diferenciados [ > 72% entre IAM+; p < 0,001; d = 1,6 (0,9 — 2,6)]

conforme a histoéria pregressa do paciente (Figura 1).

TABELA 3- Anélises de correlagdo dos niveis séricos de proteina C-reativa, homocisteina e
Klotho em portadores e ndo-portadores de eventos vasculares desenvolvidos antes da

admissao no estudo.

Eventos vasculares

AVE IAM DAC
PC-R 0,14; 0,066 0,04;0,615  -0,06; 0,465
homocisteina ¥ 0,12; 0,124 0,01; 0,902 0,01; 0,911
Klotho 0,07, 0,381 0,22; 0,006 -0,13; 0,100

Os testes de Spearman ou correlagdo parcial (para ajustes) foram utilizados, ajustados para 1 sexo e /
ou atividade fisica  quando apropriado. A presenca ou auséncia de uma caracteristica foi representada
por 1 ou 0O, respectivamente. Os dados sdo expressos em indice de correlagdo e nivel de significancia

(r; p). IAM = infarto agudo do miocardio; DAC = doenga arterial coronariana. Limiar de significancia

p < 0,016 de acordo com a convencdo de Bonferroni.
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FIGURA 1. Comparacdo dos niveis circulantes de proteina C-reactiva (A), homocisteina (B) e
Klotho (C) entre os individuos que apresentavam infarto agudo do miocardio (IAM) prévio ou
ndo. A significancia foi verificada por meio do teste T Student. As barras verticais

representam intervalos de um erro padréo.
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Ao analisar a multiplicidade de fatores classicos de risco clinico,
antropométrico e bioquimico para eventos vasculares, juntamente com 0sS
mediadores séricos investigados, a regressao multivariada stepwise mostrou que 0s
niveis de Klotho consistiu na variavel mais preditiva no modelo (R* = 0,086), e
representou 29,3% da variagcdo na ocorréncia de infarto agudo do miocéardio na

amostra.
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5 DISCUSSAO

Nosso estudo sugere que Klotho sérico pode constituir marcador
independente para individuos idosos que apresentaram IAM em sua histéria clinica,
haja vista niveis notoriamente elevados do mediador entre acometidos. Ao nosso
conhecimento, este € o primeiro relato acerca de tal associagdo. No entanto, niveis
séricos de Klotho ja& foram associados com diferentes fatores de risco
cardiovasculares em humanos como aterosclerose, estresse oxidativo e disfuncao
endotelial (48, 50, 63, 76). Tomados em conjunto, a maioria dos achados da
literatura sugere que niveis séricos aumentados de Klotho exercem um papel na
suscetibilidade a disturbios metabolicos que tém implicagbes vasculares.
Curiosamente, as nossas analises qualitativa e quantitativamente que retratam
caracteristicas metabdlicas (pressorica, lip€micas, glicémica) dos idosos em todos
haplétipos ou niveis séricos de Klotho ndo mostraram associacdo significativa.
Também ndo foram encontradas associacdes quando consideradas as medidas
antropometricas classicas, as caracteristicas de estilo de vida e praticas de cuidados
de saude. Estas evidéncias nos levam a concluir que Klotho néo se relaciona com o
(e pode ndo ser um protagonista importante no) desenvolvimento de transtornos e
eventos vasculares. Em vez disso, nds supomos que Klotho pode ser um elemento
fisiopatoldgico até agora despercebido ligado ao estado pos-infarto do miocardio.

Neste contexto, sabe-se que ocorre dilatacdo ventricular na fase aguda
(ventriculomegalia) apos IAM, assim como dilatacdo cavitaria tardia em funcéo de
hipertrofia excéntrica (77, 78), em um processo de adaptacdo em que o coragao
tende a uma configuracdo esférica devido a redistribuicdo de forcas para
manutencdo da funcdo ventricular em contraposicdo ao aumento do estresse
parietal (maior tensdo parietal na diastole do que na sistole) (79-81). Coracdes
hipertrofiados em modelo animal apresentam expressdo aumentada de canais
TRPC6 (transient receptor potential canonical 6), cuja expressdo € regulada por
diferentes tipos e intensidades de tensdes. Klotho soluvel é conhecido por inibir os
canais cardiacos TRPC6, e assim proteger o miocardio contra uma remodelacéo
excessiva/patologica (82). Desta forma, é plausivel que niveis de Klotho elevados no

pos-infarto figurem como mecanismo de adaptacdo ao evento em humanos,
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corroborando com os dados encontrados em nosso estudo. Em favor desta légica
que sugere propriedades benéficas para Klotho, os estudos mostram que a
transfeccdo adenovirus-mediada do gene em modelo animal melhora a disfuncéo
vascular endotelial e previne hipertrofia medial miocéardica (76, 83). Contudo,
desconhecemos na literatura pesquisas que encontraram associacdo dos niveis
séricos de Klotho em humanos infartados.

Dentre as fungBes ja mencionadas, Klotho também pode atuar na maturacao
dos adipécitos e no metabolismo de glicose. Estudos mostraram que ratos que nao
expressam Klotho séo resistentes & obesidade, mesmo quando submetidos a uma
dieta hiperlipidica (84, 85). Com a finalidade de controlar estas covariaveis
potenciais, investigamos a ingestdo calorica total assim como proporcional aos
macronutrientes consumidos por nossa amostra a partir de sua dieta habitual.
Entretanto, nossos resultados nédo indicaram interacdo importante entre o perfil
alimentar e os niveis séricos de Klotho. Sendo assim, a principio desconsideramos a
possibilidade de o padréo alimentar ser responsavel pelas variacbes nos niveis dos
mediadores investigados.

Embora os pacientes com grande remodelacdo do miocéardio relacionados
com infarto mostrem piora progressiva da funcédo cardiaca, ainda ndo ha um
marcador confiavel para tal processo, bem como ainda € um desafio retardar ou
reverter a remodelacdo na pratica clinica de individuos pds-IAM. No entanto, poucos
sao os estudos neste campo, e controvérsias (se houver) podem surgir de fatores de
confusdo ndo adequadamente investigados ou controlados. A este respeito, 0 NOSSO
trabalho oferece uma contribuicdo, assegurando que Klotho circulante ndo variasse
sob a influéncia de fatores classicos de risco para eventos vasculares (por ex .:
glicémicos e lipémicos) ou conforme outros biomarcadores atualmente utilizados na
pratica clinica (PC-R e homocisteina). Nao fomos capazes de excluir da nossa
amostra individuos que consumiram  medicamentos  anti-hipertensivos,
hipoglicemiantes ou hipolipemiantes (> 85% da amostra). Mas nossas analises
demonstraram que essas terapias ndo alteraram quaisquer dos biomarcadores
estudados. No entanto, existem limitacdes em nosso estudo que valem a pena ser
mencionados. Inicialmente, trata-se de estudo transversal que pode sofrer influéncia
pelo tempo decorrido desde o infarto, que n&o foi mensurado em nossa

investigacdo. Além disso, o numero total de individuos foi limitado para se detectar
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diferencas pequenas nas associac0es estudadas. Por exemplo, 0S no0ssos
resultados ndo mostraram diferencas significativas relacionadas com o IAM e niveis
de PC-R, com a andlise post hoc de poder com base em nossa propria amostra
demonstrando que apenas uma amostra de 1116 individuos seria capaz de fornecer
suficiente poder estatistico [d = 0,20 (-0,19; 0,59) ] para detectar diferencas
modestas desta variavel entre grupos. Mas no que diz respeito a niveis de Klotho, é
notavel que um razoavel efeito tenha sido alcancado na andlise de correlacéo [d =
0,22 (0,1 - 0,4)] para o tamanho da amostra presente, de 168 individuos. Portanto,
os resultados de nosso estudo poderiam ser interpretados como dotados de poder

suficientemente adequado para detectar diferencgas significativas.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que Klotho sérico apresenta-se elevado em
individuos poés-infartados. Fatores de risco classicos para doencgas cardiovasculares
ndo apresentaram associacdo com Klotho sérico, tampouco com suas principais
variacdes genéticas. Propuzemos assim, que a elevacdo de Klotho no pés-infarto
pode refletir um mecanismo de compensacao pela hipertrofia miocardica decorrente.
Contudo, mais estudos s@o necessérios para avaliar os mecanismos fisiopatoldgicos

gue elevam Klotho sérico nesses individuos.
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ANEXO B- PROTOCOLO DE ATENDIMENTO CLINICO
HOSPITAL DA UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA - HUCB
Curso de medicina - disciplina de geriatria/gerontologia
FICHA CLINICA/ANAMNESE

1. IDENTIFICACAO

Nome registro:

IDADE: DATA NASC: / /

MASC O FEM O

Circunf. Abdom.: cm

PESO: kg ALTURA: m IMC:____ (Kg/m?)
PAS: mmHg PAD: mmHg

2. COMORBIDADES

[ HIPERTENSAO ARTERIAL 0 DISLIPIDEMIA 0CA OAIT
[0 DIABETES MELLITUS Il 0 AVE O1AM [0 DAC (ANGINA)
Medicamento(s): somente utilizacéo de anti-hipertensivos, anti-diabéticos e hipolipemiantes

Principio ativo Posologia Dose diaria

3. HISTORIA SOCIAL

0 TABAGISMO: POR QTOS ANOS O ETILISMO: POR QTOS ANOS
[J SEDENTARIO [ EXERCICIOS FiSICOS REGULARES
EXAMES LABORATORIAIS:

TSH: HEMOGLOBINA:

PCR US: HOMOCISTEINA:

CREATININA: COCKCROFT-GAULT:

COL.TOTAL: TRIGLIC:

HDL: LDL:

VLDL: GAMA GT:

GLICEMIA: INSULINEMIA: TGO: TGP:

HBAILC: HOMA:

ECG:

imagem:

ECODOPPLER das CAROTIDAS:

Data: / /

MEDICO

PROF. CLAYTON FRANCO MORAES - claytonf@ucb.br - PROF.2 LUCY GOMES — lucygomes@pos.ucb.br
HUCB - QS 05, LOTE 22 - AVENIDA AREAL AGUAS CLARAS/DF CEP: 71.955-000 - Telefone: 61-3451-1000 -

www.huch.com.br
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ANEXO C- PROTOCOLO DE ATENDIMENTO NUTRICIONAL

FICHA NUTRICIONAL PARA ANAMNESE ALIMENTAR DE IDOSOS

DATA: [ | NUTRICIONISTA:

ID:

Nome:

DN: / / Idade:

Pa Kg Estatura m IMC Kg/m?2 Ca cm
Escolaridade:

HPP:

Sintomas do TGI:

) constipacdo. Frequéncia:
) disfagia. Quais alimentos?
) epigastralgia. Quais alimentos?
) diarréia. Frequéncia:
) pirose. Frequéncia:
) plenitude pos-prandial. Frequéncia:
) flatuléncia. Frequéncia:
) fezes normais. Consisténcia? Coloragdo?
) urina. Cor Frequéncia?
Ingestdo hidrica/diaria:

FREQUENCIA DE CONSUMO ALIMENTAR

REFEICOES REALIZADAS: DESJEJUM - COLACAO- ALMOCO-MERENDA- JANTAR-CEIA
Tem habito de beliscar entre as refeicdes?

GRUPOS DE | N°oe FREQUENCIA DE CONSUMO RAZOES 0BS.

ALIMENTOS
DS |Q |M |s |A [N

LEITE E DERIVADOS

Leite

logurte

Queijo

Manteiga

Requeijao

CARNES E OVOS

Carne bovina

Carne suina

Frango

Figado

Linguica

Peixe




Ovo

LEGUMINOSAS

Feijao

Ervilha
Lentilha
Gréo de bico

CEREAIS

Arroz

Farinha

Macarrao

Pdo

Biscoito

Linhaca

Quinoa

ACUCARES

Doces

Acucar de
adicdo

Rapadura

Adocante

Refrigerantes

Sucos

Chaés

Café

GORDURAS

Oleos

Margarina

VEGETAIS

Frutas

Veg. A

Veg. B

Veg. C

D (diéria), S (semanal), Q (quinzenal), M (mensal), S (semestral), A (anual), N (nunca).

Razdes para 0 ndo consumo ou pouco consumo (freqliéncias: mensal, semestral, anual ou nunca)
1. Néo gosta — 2. Pre¢o — 3. Dificil preparo — 4. No tem habito — 5. Outras (especificar)

Fonte: adaptado por DUARTE; CASTELLANI, 2002.
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ANEXO D- REGISTRO ALIMENTAR ESTIMADO
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Nome:

ANEXO E- MINI EXAME DO ESTADO MENTAL

Pront:

Avaliador: Escolaridade/anos:

MINI-EXAME DO ESTADO MENTAL
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Orientacéo temporal- (um ponto para cada resposta correta)

Pontos

Que dia é hoje?

Em que més estamos?

Em que ano estamos?

Em que dia da semana estamos?

Qual é a hora aproximada? (considerar uma hora pra mais ou p/ menos)

Orientacdo espacial- (um ponto para cada resposta correta)

Em que estado nds estamos?

Em que cidade-satélite nds estamos?

Em que Instituigdo estamos?

Que ambiente € este aqui?

Qual é o nimero da casa ou do apartamento onde vocé mora?

Memodria imediata- Eu vou dizer 3 palavras e voceé ira repeti-las a seguir: carro,
vaso, tijolo ( 1 ponto para cada palavra acertadamente na 12 vez, embora possa
repeti-la até 3 vezes para o aprendizado, se houver erros).

Calculo- Subtracdo de 7 seriadamente (100-7, 93-7, 86-7, 79-7, 72-7, 65).
Considere 1 ponto para cada resultado correto. Se houver erro, corrija-o0 e
prossiga. Considere acerto se 0 examinado se autocorrigir.

Evocacdo das palavras- Pergunte quais as palavras que o sujeito acabara de
repetir- 1 ponto para cada

Nomeacdo- Peca para o sujeito nomear os objetos mostrados (reldgio, caneta)-
1 ponto para cada

Repeticdo- Preste atencdo: vou lhe dizer uma frase e quero que vocé repita
depois de mim: “ Nem aqui, nem ali, nem 14”. Considere somente se a
repeticéo for perfeita ( 1 ponto)

Comando- Pegue este papel com a méao direita (1 ponto), dobre-o ao meio (1
ponto) e coloque-o em cima da mesa (1 ponto). Total de 3 pontos. Se o sujeito
pedir ajuda no meio da tarefa ndo dé dicas.

Leitura- Mostre a frase escrita “FECHE OS OLHOS?” e pega para o individuo
fazer o que esta sendo mandado. N&o auxilie se pedir ajuda ou se so ler a frase
sem realizar o comando.

10.

Frase- Peca ao individuo para escrever uma frase. Se ndo compreender o
significado, ajude com: alguma frase que tenha comeco, meio e fim; alguma
coisa que aconteceu hoje; alguma coisa que queira dizer. Para a corre¢do ndo
sdo considerados erros gramaticais ou ortograficos (1 ponto)

11.

Copia do desenho- Mostre o modelo e peca para fazer o melhor possivel.
Considere apenas se houver 2 pentagonos interseccionados (10 angulos)
formando uma figura de quatro lados ou com dois angulos (1 ponto)

TOTAL

(BRUCKI et al., 2003)
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Abstract

Context and objective: The number of deaths from vascular diseases is incredibly high
worldwide, and reliable markers for major events are still needed. This cross-sectional study
investigated the association of Klotho haplotypes and of its serum levels with classic risk
factors and clinical history of vascular events. Materials and methods: Clinical,
anthropometric, biochemical and nutritional assessments were conducted with 168 older
adults, complemented by genotyping (rs9536314 and rs9527025) and detection of serum
Klotho (ELISA). Results: Klotho levels and haplotypes did not associate with most classic
risk factors for vascular events, in parallel to marker as C-reactive protein and homocysteine
assessed as well. A positive association was only found between Klotho levels and previous
occurrence of myocardial infarction, by both correlational (p = 0.006) and variance analyses
(p <0.001). Conclusion: Increased post-myocardial infarction serum Klotho is suggestive of
an adaptive mechanism against pathological hypertrophy, and may represent a new biomarker

for events at a specific territory.

Keywords: biomarker; cardiovascular event; vascular disorder; elderly; infarction;

genotyping.
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1. Introduction

Globally, vascular diseases accounted for 17.5 million deaths in 2012. Coronary artery
disease (CAD) is the single most frequent cause of death worldwide, accounting for 12.8%
(over 7 million) of all deaths whereas cerebrovascular events accounted for 11,9% of the same
total (1). As the major finding associated with vascular events, atherosclerosis is a
chronic/progressive, focal process with multifactorial etiology (genetic and lifestyle) which
courses along with systemic disorders in hormonal and inflammatory mediators (86) that may
have onset at early age but only clinically manifest later in life (7, 8). Atherosclerosis occurs
in more than 50% of the westernized adult population worldwide (10, 12).

In this context, CAD is characterized by the narrowing of the walls of coronary
arteries (stenosis) that leads to a reduction in blood flow to the heart muscle , mostly by
accumulation of atheromatous plaques due to common risk factors are as diet-related
disorders, smoking, family history and genetic factors, among others. As a possible outcome,
myocardial infarctions (MI) damages the cardiac tissue, with diagnosis set by marked
elevation of serum indicators (preferably troponin) accompanied by clinical aspects such as
symptoms suggestive of ischemia, new Q waves on ECG, or evidence by imaging of loss of
viable myocardium or ventricular contractility (15).

Regarding cerebrovascular diseases, 90% result from lesions of the carotid arteries
(16, 17) which account for cerebral vascular accidents (stroke) by the sudden closure or
rupture of the arterial or venous vasculature brain (19). Regardless of the injury being
hemorrhagic or ischemic (the latter defined as acute dysfunction in arterial territory (20)),
brain damage can result from acute thrombotic event manifested by hemiplegia, aphasia or
seizures (21). But no serum marker is available to date to specifically represent risk of
vascular events at this territory.

The most important factors that are commonly assessed in clinical settings as
suggestive of vascular events in general include circulating levels of homocysteine and C-
reactive protein (CRP), besides levels of lipoproteins and few other markers. Both
homocysteine as CRP tend to show high concentrations in individuals at increased risk for the
occurrence of vascular events (35). Although CRP predicts CAD-related events independently

of other risk factors (36-38), its levels can also be transiently increased by 2 or 3 weeks due to
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large infection, trauma or extra-cardiac ischemic event (39), which can compromise a safe
clinical evaluation based on this markers. It is also important to consider that circulating
homocysteine is negatively correlated with intake of vitamins as B6, B12 and folate (40-43),
being therefore nutritionally biased. Chronic renal failure may also interfere with breakdown
of this biomarker, leading it to hyperhomocysteinemia (44). Thus, the low specificity of the
markers considered so far leads to the need for new, reliable biomarkers of risk for vascular
disorders (45), with studies in both clinical and experimental contexts taking place worldwide
in search for candidate(s) less susceptible to interference by associated comorbidities or
lifestyle. However, many molecular aspects in the development of atherosclerosis, CAD, Ml
and stroke are still unknown, and reveal an open field for studies to identify new factors of
great value in the elaboration of clinical procedures for primary prevention or to assess
subsequent stages.

In this sense, the Klotho protein can be a potential marker for vascular events. Studies
have shown that the suppression of the Klotho gene in animal models causes extensive
phenotypes similar to those of the aging phenotype, including atherosclerosis, ectopic
calcification, infertility, skin atrophy and severe hypoglycemia (48), while its overexpression
increases by 20 to 30% the total life span of guinea pigs (50). The human gene, located on
chromosome 13, can undergo alternative splicing in its third exon, generating a secretable
form (51). The Klotho gene bears six single nucleotide polymorphisms (SNPs) in exon 2 and
flanking regions, all in perfect linkage disequilibrium and two resulting in substitutions with
functional importance (F352V, rs9536314 and C370S, rs9527025), conforming the notorious
FC and VS haplotypes (52, 53).

The main aim of this study was to simultaneously investigate the association of serum
levels of C-reactive protein, homocysteine and Klotho with classical risk factors as well as
with previous vascular events in a sample of elderly subjects, taking aspects as the usual
intake of macronutrients and the common haplotypes of Klotho into consideration, among

other covariates.
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2. Materials and methods

2.1 Subjects and study design

This report derives from cross-sectional analyses with data obtained from community-
dwelling elderly women and men of the urban outskirts of the Brazilian Federal District, aged
60 or over and inscribed to undergo health screenings (medical, nutritional and/or
pharmacological) to assess risk for vascular events in a cohort work know as Prognosis and
Therapeutics in Geriatrics (ProTeGer) in Brasilia, Brazil. Participation was voluntary and
informed written consent was obtained from each subject. Data were collected from August
2011 to July 2014 during consultations in the Geriatric Service of the Catholic University
Hospital.

For this analysis, the inclusion criteria were: to be aged > 60 years, to spontaneously
seek for the service and to comply fulfilling the medical protocol. Exclusion criteria were:
carriers of autoimmune disease, chronic or recurrent infections, neoplastic diseases, chronic
renal disease (creatinine clearance <25 mL/min/1.73m?) and/or having used anti-
inflammatory drugs 30 days before clinical and biochemical tests.

This study was performed in accordance with the Declaration of Helsinki guidelines
on good clinical practices and the Institutional ethical committee approved the study. No
participants were receiving nutritional guidance at the time when laboratory and clinical data

were obtained.

2.2 Clinical procedures

Each subject was required to undertake a medical protocol consisting of biochemistry,
anthropometrical and clinical examination for admission in this study.

Medical evaluation investigated previous occurrence of vascular events such as CAD,
MI and stroke based on clinical history reported by the patient and/or companion as well as by
historical laboratory and/or image results supplied by the subjects. When based on reports,
occurrence of any vascular event was computed only when independently declared in at least
two medical visits. All queries by the clinical practitioners on prior events were conducted in
a blinded manner to the information already on medical records. For our analysis, subjects
were segregated as patients with or without previous vascular events.

Presence of comorbidities such as high blood pressure (HBP), dyslipidemia and type 11

diabetes mellitus, among others, was diagnosed based on the guidelines specific for each
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chronic condition, being also recorded whether drugs to control these conditions were in
continued use. Practitioners of physical exercises were those exhibiting 30 minutes or over of
exercises at any bout for at least four days a week (65), while the smoking habit was defined
as consumption of > 100 cigarettes over a lifetime (66).

Biochemical tests included determination of serum total cholesterol (TC) and
fractions, triglycerides (TGL), glycemia, glycated hemoglobin, insulin, thyroid-stimulating
hormone (TSH), CRP, and homocysteine. At admission, venous blood samples were drawn
into EDTA-containing tube after a 12h-overnight fasting period. Laboratory tests were
performed following routine clinical analysis with reagents from Boehringer Mannheim
(Germany) and were processed in an AutoHumalyzer device (Human GMBH, Germany).
Very low density lipoprotein cholesterol (VLDL-c) was determined by dividing TGL levels
by 5, whereas the Friedewald equation was used to yield low density lipoprotein cholesterol
(LDL-c) by subtraction of both VLDL-c and high density lipoprotein cholesterol (HDL-c)
from TC. Cases were evaluated as negative or positive to assemble categorical variables for
metabolic disorders. Lipid categorization was carried out according to NCEP ATP 111 (68),
with each volunteer identified as a carrier (or not) of mixed hyperlipemia (TC > 200 mg/dl,
LDL-c > 130 mg/dl and/or TGL > 150 mg/dl). Current use of antilipidemic drugs was
considered in the definition of hyperlipidemia. Type 2 diabetes was defined according to
reference values established by the American Diabetes Association (fasting glycemia > 126
mg/dl) (69) or current use of oral hypoglycemic drugs or insulin. Systolic and diastolic
arterial blood pressure were measured as recommended by the VI Brazilian Guidelines for
Arterial Hypertension (70). Patients with systolic arterial blood pressure > 140 mmHg and/or
diastolic arterial blood pressure > 90 mmHg were classified as hypertensive, as well as those
regularly taking antihypertensive drugs. The HOMA index is the calculated based on the ratio
of the product of fasting insulin (mU/L) and fasting glucose (mmol/L) by 22.5 (71).

2.3 Dietary evaluation

The present study evaluated the usual consumption of macronutrients by the elderly
women and men. For that, a non-consecutive three-day dietary record was completed,
including one weekend day. To fill out the forms correctly, each patient received information
from trained dieticians on the number and sizes of food portions. To ensure completion of the

dietary record, the nutrition staff provided either personal or telephone assistance.
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Seven to ten days after being distributed, the forms were returned by patients during
their first, subsequent office visit, scheduled to check the accuracy of the records and
complete lacking information. Analysis of nutrient composition was carried out with Diet Pro
software, version 5i (A.S. Sistemas, Brazil), adjusted for all available databases and
complemented with a chemical composition table for Brazilian foods (72). Subjects whose
records indicated use of macronutrient-containing supplementary stuffs were excluded from
analyses.

After entry of dietary data, absolute intakes (mg) of carbohydrates, protein and lipids
were individually calculated. Absolute intakes were converted into relative calories from
these macronutrients in relation to total dietary intake, also in calories, rendering variables
referred to as dietary intakes of carbohydrates (DIC), of lipids (DIL) and of proteins (DIP).
Total energy intake (TEI) and the macronutrient assessments were expressed as the mean
daily intake based on the 3-day dietary records.

To increase the reliability of data collected, the version in Brazilian Portuguese of the
Mini-Mental State Examination (MMSE) (73) was applied to each patient, and exclusion
from analyses was defined according to the educational level: <13 for illiterate individuals
<17 for individuals with 1-7 years of schooling, and <25 for individuals with eight or more
years of formal education (74).

Waist circumference was measured at the midpoint between the last rib and the iliac

crest at the time of the individual’s expiration (67).

2.4 Klotho Genotyping

Ten milliliters of blood were collected by venipuncture into tubes containing heparin,
with plasma obtained by refrigerated centrifugation (4°C) of 5 ml at 1,000 g for 15 min.

Plasma was aliquoted and immediately frozen at -20°C until testing. DNA extraction
used 5 ml of blood by the salting out method (44). The determination of FC and VS
haplotypes of the Klotho gene was performed as described by Arking and colleagues (52),
with modifications. Briefly, both polymorphic sites F352V (T/G; rs9536314) and C370S
(G/C; rs9527025) were amplified in the same DNA segment by polymerase chain reaction
(PCR), with forward 5 'aggctcatgccaaagtctgg 3' and reverse 5 'gtttccatgatgaactttttgagg 3'
primers. Amplification conditions consisted of hot start at 80 °C for 1 min, followed by initial

denaturation at 94 °C for 2 min and 36 cycles at 94 °C for 40 s, annealing at 60°C for 45 s and
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extension at 72 ° C for 50 s, and completed at 72 °C for 5 min. Amplification of the 505 pb
products was confirmed by eletrophoresis in 1.6% agarose gels. Having primer exhaustion
visually verified, identification of the polymorphic points was conducted by direct,
automatized sequencing of amplification products in a 3130 DNA Analyzer system (Foster
City, CA, USA), using manufacturer’s reagents and procedures (Applied Biosystems).
Sequencing reactions were performed using both forward and reverse primer for the PCR
step. Sequencing was recorded as successful if high quality sequence was obtained in at least

one direction.

2.5 Serum detection of the Klotho protein
The Klotho protein concentration in serum is determined by ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) using specific kit produced by the BlueGene® Biotech company

(Shangai, China), according to the manufacturer's instructions.

2.6 Statistical analysis

To start, the Student’s t test was used to test the influence of Klotho haplotypes on
continuous anthropometric, clinical and biochemical variables. Then, to evaluate the
occurrence and strength of the association of circulating levels of Klotho and of other classic
biomarkers (C-reactive protein and homocysteine) with prior vascular events, correlation
coefficients were obtained between the serum biomarkers investigated and the continuous and
categorical anthropometric, clinical and biochemical variables of potential confounding effect
in the main model. For that, close-to-normal distribution of all continuous variables was
assessed using the Kolmogorov-Smirnov test. The association between continuous variables
was evaluated using the Pearson’s correlation test, whereas the involvement of a least one
categorical variable in the model was dealt using the Spearman’s counterpart, with men and
women represented by 1 or 2, and absence or presence of a feature represented by 0 or 1,
respectively. Whenever an interaction was noticed, association of the biomarkers with the
vascular events was tested by means of partial correlation analyses run using adjustment for
the confounding variable(s) or condition(s). Also, raw concentrations of each biomarker were
tested across individuals that exhibited or not acute MI prior to the study onset using the
Student t test. When results show significant differences, the effect sizes (d) and respective

confidence intervals (95% CI) were presented. Linear multivariate regression analysis,
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stepwise method, was performed to assess at which extent serum concentrations of the
biomarkers explain the variability in occurrence of the vascular events.

All analyses were performed with the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) for Windows (version 17.0). For this study, a p-value (two-tailed) was rendered
significant following the Bonferroni’s principle of correction for multiple comparisons

whenever a given trait is tested across k independent variables (k = 10 tests .. a <0.005).

3. Results

After clinical-laboratory and dietary assessment and verification of the inclusion and
exclusion criteria, the eligible sample for analyses was composed of 168 elderly patients with
mean age of 73.1 years. For the F352V polymorphism, 138 (82.1%) of the subjects were FF
homozygotes, whereas 27 (16.1%) had the FV genotype and 3 (1.8 %) had the V'V genotype.
The exact same proportions were found for CC, CS and SS genotypes, with firm
correspondence between F and C carriage as well as between V and S presence in each
individual genotype, what is consistent with perfect linkage disequilibrium across these two
SNPs in our sample. This finding is highly consistent with the assumption advocated by
Arking and coworkers to whom identification of the F352V variation per se can be used as
surrogate for the determination of the whole haplotype for epidemiological purposes (75).

Table 1 presents the results of an inferential analysis of results, which investigated the
association of Klotho haplotype with the leading clinical-laboratory variables determined in
the sample. In clinical terms, the sample characterization revealed that subjects had relatively
low proportion of previous vascular events, but with significant prevalence of metabolic
disorders compatible with a profile eligible for primary prevention. The analysis showed no
association of haplotypes with any of the basic variables. Also, there were no differences in
the prevalence of prior CAD, stroke and AMI cases between the haplotypic groups.

The possibility of association of clinical-laboratory and dietary variables of the sample
with circulating Klotho levels was verified using correlation tests (Table 2), where traditional
serum markers for vascular events (CRP and homocysteine) were considered. In this context,
serum CRP and homocysteine levels were significantly influenced by gender, with the
average level of the former 87% higher among women [p = 0.012; d = 0.23 (0.1; 0.4)].
whereas the latter at 34% among men [p = 0.020; d = -0.25 (-0.4; -0.1)]. In addition, sedentary
individuals exhibited mean serum CRP level 75% higher [p = 0.044; d = 0.23 (0.1; 0.4)] than
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values shown by physically active individuals. Apart from these associations, our correlation
analyses revealed no other significant association between the three serum biomarkers and
any of the clinical, biochemistry and dietary features investigated. Therefore, Klotho levels do
not seem to be influenced by demographic aspects, lifestyle or comorbidities presented by
patients in a context compatible with primary care settings. Accordingly, macronutrients
intake was not significantly correlated with any of the serum markers considered.

Then, correlation analyses were performed to investigate the association of the CRP,
homocysteine and Klotho biomarkers with occurrence of previous vascular events (CAD, Ml
and stroke) at baseline (Table 3). These analyses were controlled for confounding factors
(gender and physical inactivity) previously associated with some biomarkers, and the main
result consisted of a positive association between circulating Klotho levels and previous
occurrence of acute myocardial infarction. When comparing the serum levels of CRP,
homocysteine and Klotho among subjects, it was observed that Klotho was the only marker to
display different levels [72% higher among affected by MI; p < 0.001; d = 1.6 (0.9 — 2.6)]
according to previous history of acute myocardial infarction (Figure 1).

By analyzing the multiplicity of classic clinical, anthropometric and biochemical risk
factor for vascular events along with the circulating mediators investigated herein, stepwise
multivariate regression showed that levels of Klotho were the single most predictive variable
in the model (R? = 0.086), and accounted for 29,3 % of the variance in occurrence of acute

myocardial infarction in the sample.

4. Discussion

Our study suggests that serum Klotho can be an independent marker for post-event Ml
among elderly individuals, with possible implication for secondary prevention, given the
enhanced levels of the mediator among the affected outpatients. To our knowledge, this is the
first report about this association. However, serum Klotho levels have been associated with
different vascular risk factors in humans such as atherosclerosis, oxidative stress and
endothelial dysfunction (48, 50, 63, 76). Most findings in the literature suggest a role for
augmented serum Klotho in susceptibility to wvascular, metabolic-bourne disorders.
Intriguingly, our analyses on qualitatively and quantitatively portrayed metabolic traits

(pressoric, lipemic, glycemic) of older adults across Klotho haplotypes or levels showed no
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significant association. None could either be devised when considering classic anthropometric
measures, life style features and health care practices. In our setting, the evidence lead us to
suggest that Klotho does not relate to (and may not be an actual player in) the development of
vascular disorders and events. Instead, we hypothesize that Klotho may be a so far unnoticed
pathophysiological element linked to the cardiac post-myocardial infarction state.

It is known that ventricular dilation takes place at the acute phase (ventriculomegaly)
of MlI, as well as late cavitary dilation can occur due to eccentric hypertrophy (77, 78). These
are adaptation processes in which the heart tends to assume a spherical shape due to the
redistribution of forces for maintaining ventricular function as opposed to increased parietal
stress (greater parietal tension in diastole than in systole) (79-81). Hypertrophied hearts in
animal models show increased expression of TRPC6 channels (transient receptor potential
canonical 6), whose expression is regulated by different tensions and intensities. Soluble
Klotho is known for inhibiting TRPC6 cardiac channels, and thus for protecting the
myocardium against excessive/pathological remodeling (82). Thus, it is plausible that high
Klotho levels in post-infarction appear as an adaptation mechanism to this event in humans,
supporting the finding of our study.

In favor of a rationale that supports compensatory properties of Klotho after Ml,
studies show that adenovirus-mediated delivery of the gene into animal model ameliorated
vascular endothelial dysfunction and prevented myocardial medial hypertrophy (76, 83). Yet,
studies that found association of serum Klotho levels in infarcted humans have not been found
in literature.

Beyond the functions already mentioned, Klotho can also act on the maturation of
adipocytes and on glucose metabolism. Studies have shown that Klotho knockout rats are
resistant to obesity even when submitted to a high fat diet (84, 85), revealing also a clear
synergy between the soluble marker and diet. In order to control these potential covariates, the
total caloric intake and the proportional intake of macronutrients acquired by the sample from
usual diet were investigated in our study. However, our results indicate no significant
interaction between dietary profile and serum Klotho levels. Thus, the possibility that intake
pattern is responsible for possible diet-related effect variations of the mediators investigated
was ruled out.

Although patients with major infarction-related myocardial remodeling show
progressive worsening of cardiac function, there is still no reliable marker for such process,

and slowing or reversing remodeling remains a challenge in clinical care of post-AMI
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subjects. However, few are the studies in this field, and controversy (if any) may arise from
confounding factors not adequately investigated or controlled. In this regard, our work tends
to offer a contribution by assuring that circulating Klotho did not vary under the influence of
classic risk factors for vascular events (eg.: glycemic and lipemic profiles), healthcare
measures or demographic aspects as other biomarkers currently used in clinical practice (CRP
and homocysteine) usually vary. We were unable to rule out from our analysis subjects who
consumed blood pressure-, glucose- or lipid-lowering drugs (> 85% of the sample). But our
analyses proved that these therapies do not to alter any of the biomarkers investigated.
However, there are limitations in our study that are worth mentioning. Initially, this is a cross-
sectional study, and an influence by the time elapsed since myocardial infarction cannot be
discarded. Also, the overall number of subjects was limited to detect small differences in the
associations investigated. For instance, our results did not show significant Mi-related
differences of CRP levels, with post hoc power analysis of our own showing that only a
sample of 1116 individuals would suffice to provide power [d = 0.20 (-0.19; 0.59)] to detect
small differences on this variable. But on what concerns Klotho levels, it is outstanding that a
reasonable effect size was reached in correlational analysis [d = 0.22 (0.1 — 0.4)] for our
sample size of 168 subjects. Therefore, the results of our study could be interpreted with fairly

adequate power to detect meaningful differences.

5. Conclusion

Our results show that serum Klotho is higher in individuals with clinical history of
myocardial infarction, but not with history of coronary artery disease or stroke. Classic risk
factors for vascular diseases were not associated either with serum Klotho or with its main
genetic variations. It is suggested herein that the augmented post-infarction Klotho may
reflect a compensatory mechanism to prevent pathological myocardial hypertrophy. However,
further studies with the appropriate, prospective design are needed to evaluate the

pathophysiological mechanisms of serum Klotho fluctuation in post-event settings.
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Table 1. Anthropometric,clinical and metabolic variables of the sample.

Groups
All FCIFC __IVS

Variables (n=168) (n=138) (n=30) p

Male, % 39.9 37.7 50.0 0.212
Age, years 73.1+9.0 73.0+8.7 73.7+£10.1 0.677
WC, cm 97.4+115  98.0+118 95.2 +9.9 0.204
Glucose level, mg.dl™ 1032 £27.7 104.4+299  98.2+132 0.082
HbAlc, % 59+1.0 59+1.1 57+0.6 0.280
Insulin, mUl/mL 9.3+10.0 9.7 +£10.8 7.3+49 0.230
HOMA index 2.6+38 28+4.1 1.8+1.2 0.163
DM2%, % 22.6 26.1 6.7 0.021
Total cholesterol, mg.dl™ 193.4+£399 192.3+36.2 198.8+50.1 0.404
LDL-c, mg.dl™ 115.3+337 1144+331 119.6 +37.0 0.448
Triglycerides, mg.dl™ 1412 £64.7 143.3+621 13167538 0.370
Hyperlipemia®, % 51.8 50.7 56.7 0.438
HDL-c, mg.dl™ 48.1+109  475+106  50.8+12.2 0.135
SBP, mm Hg 1348 +195 1348+195 1345+19.8 0.927
DBP, mm Hg 80.6+111  806+111  80.8+118 0.918
SAH®, % 77.4 78.3 73.3 0.559
CRP, mg.dI* 35+56 3.7+58 26+43 0.339
TSH, miu.I* 25+22 26+23 22+16 0.294
Homocysteine, pmol.I™* 12.8+8.8 12.5+8.7 14.0+9.1 0.413
Previous stroke®, % 9.5 10.9 3.3 0.202
Previous AMI®, % 4.2 4.3 3.3 0.801
Previous CAD®, % 1.8 2.2 - 0.415
Sedentary®, % 60.7 61.6 56.7 0.616
Smoker®, % 37.3 36.5 41.4 0.621
klotho, ng.ml™ 1.2+0.6 1.2+0.6 1.2+0.8 0.743
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Data are expressed as average * standard deviation for continuous parameters or relative frequencies
for categorical features.The Student’s t test or the chi-square’test were used. WC = waist
circumference; HbAlc = glycated hemoglobin Alc; HOMA = Homeostatic model assessment; DM2
= type 2 diabetes mellitus; LDL-c = low density lipoprotein cholesterol; HDL-c = high density
lipoprotein cholesterol, SBP = systolic blood pressure; DBP = diastolic blood pressure; SAH =
systemic arterial hypertension; CRP = C-reactive protein; TSH = thyroid-stimulating hormone; AMI
= acute myocardial infarction; CAD = coronary artery disease. Significance threshold set at p < 0.002

according to the Bonferroni convention.
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Table 2. Correlation analyses of raw serum levels of C-reactive protein, homocysteine and

klotho across clinical, biochemical and healthcare features of the 168 older subjects at

admission.

Age Sex® SBP DBP SAH® oSAH®
CRP .09; .242 .23;.002" -.07; .399 -.10; .195 .09; .268 .09; .238
Homocysteine .18; .022 -.25;.001*  -.10;.203 -.18; .022 .05; .544 .07; .373
Klotho JA1;.178 .06; .424 -.18; .025 -.16; .041 -.06; .473 -.05; .538

wcC Sedentary® HbA1c HOMA DM2° aDM2*
CRP .08; .289 .23; .002* -.07; .400 .20; .010 .05; .492 .01; .873
Homocysteine .02;.791 A11;.165 -.02;.764 .01;.933 .09; .233 .01; .884
Klotho -.05; .524 .07; .375 -.07;.353 -.07; .404 -.01; .898 .03; .660

TC LDL-c TGL hyperlipemia ~ HDL-c alipemics®
CRP .03; .722 -.06; .433 -.01; .887 .03; .686 -.03; .687 -.01; .968
Homocysteine -12;.119 -.06; .474 -.03;.672 -.06; .476 -.09;.233 .06; .405
Klotho -.18; .021 -.10; .204 -.05; .537 -.01; .935 -.06; .444 -.02; .802

Drinker® Smoker® DIC DIL DIP TEI

CRP 12;.108 .13;.098 -.05; .610 -.04; .697 .18; .050 -.04; .673
Homocysteine 17;.025 A12;.134 -.13;.161 13;.179 .07; .484 .01;.924
Klotho .02;.790 .14; .086 .10; .277 -.19; .045 .12;.193 -.20; .031

The Pearson’s or the Spearman’s® correlation test were used. For the latter, presence or absence of a
feature was represented by 1 or 0, respectively. Data are expressed in correlation index and
significance level (r; p). a = use of therapeutic drugs for the condition; WC = waist circumference;
SBP = systolic blood pressure; DBP = diastolic blood pressure; TC = total cholesterol; HDL-c = high
density lipoprotein cholesterol; HOMA = Homeostatic model assessment; HbAlc = glycated
hemoglobinAlc; SAH = systemic arterial hypertension; DM2 = type 2 diabetes mellitus; DIC =
dietary intake of carbohydrates; DIL = dietary intake of lipids; DIP = dietary intake of proteins; TEI =
total energy intake. Significance threshold set at P < 0.002 according to the Bonferroni convention.
Superscript #, £ and ¥ represent effect sizes (d) and 95% confidence intervals (in parenthesis) of 0.23
(0.1; 0.4), -0.25 (- 0.4; -0.1) and 0.23 (0.1; 0.4), respectively.
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Table 3. Correlation analyses of raw serum levels of C-reactive protein, homocysteine and
klotho across carriers and non-carriers of vascular events developed prior to admission in the
study.

Vascular events

Stroke AMI CAD
CRP ™ 14;.066  .04;.615 -.06;.465
homocysteine ' A12;.124  .01;.902 .01;.911
Klotho .07;.381 .22;.006" -.13;.100

The Spearman’s or the Partial (for adjustments) correlation test was used, adjusted for 'sex and/or
‘physical activity when appropriate. Presence or absence of a feature was represented by 1 or 0,
respectively. Data are expressed in correlation index and significance level (r; p). AMI = acute
myocardial infarction; CAD = coronary artery disease. Significance threshold set at P < 0.016
according to the Bonferroni convention. Superscript # represents effect size (d) and 95% confidence
interval (in parenthesis) of 0.22 (0.1; 0.4).
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Figure 1. Comparison of raw circulating levels of C-reactive protein (A),

homocysteine (B) and klotho (C) across individuals that exhibited prior acute

myocardial infarction (AMI) or not. Significance was verified by the Student’s t test for

independent samples. Vertical bars represent intervals of one standard error. Superscript

# represents effect size (d) and 95% confidence interval (in parenthesis) of 1.6 (0.9;

2.6).



