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Resumo

A nefrolitiase é uma doenca comum nas sociedadesdalvidas. Demonstrou-se a
associacao da litiase renal com algumas doencabatieas e cardiovasculares, tais
como a hipertensdo, a obesidade e a diablelitus. Demonstrou-se que o0s
individuos com célculos renais apresentam maidogiitidade de sofrer enfartes do
miocardio e acidentes vasculares cerebrais. A digaga nefrolitiase e 0 risco
cardiovascular ndo se encontra completamente esitar mas aceita-se que, em
muitos individuos, a nefrolitiase seja uma mardgigid clinica precoce de um
ambiente adverso mais generalizado, o0 que aumentari prevaléncia de
comorbilidades.

Neste trabalho realizamos uma extensa revisdobiliica das diferentes hipoteses
explicativas para a maior prevaléncia de doencdimascular nos doentes com
litiase renal, com maior incidéncia nas alteragiietabdlicas que tém sido sugeridas
para explicar a maior prevaléncia de hipertensi®,como a obesidade e a sindrome
metabdlica, bem como as possiveis relacdes eritigestensao e alguns factores de
risco para a nefrolitiase, como a hipercalciufperuricosuria.

Estudamos uma hipotese inovadora na tentativa qeicax a associacdo de
nefrolitiase com doenga cardiovascular: a activeddd sistema nervoso auténomo,
cuja influéncia no desenvolvimento da hipertens@oteas doencas cardiovasculares
tem sido referida nos ultimos anos. Descreveramaaifestacdes de disfuncéo
autonémica em varias comorbidades frequentemendenaddas em doentes com
calculos renais.

Efectuamos um conjunto de estudos originais patarta hipétese de uma associacao
entre disfuncdo autondémica e nefrolitiase, inclaingn estudo clinico em doentes
com nefrolitiase idiopética recorrente. Este tavedesenho caso-controlo e consistiu
na realizagdo dum conjunto de cinco provas autoresndestinadas a avaliar a
actividade autonomica eferente. Usaram-se métodws invasivos baseados na
analise da variabilidade da frequéncia cardiaca erdssédo arterial no dominio do

tempo, com recurso a uma adaptacao do protocolwdeg, e no dominio tempo-



frequéncia, com a transformadaveletse a transformada de Hilbert-Huang. Este
estudo documentou anomalias subtis da actividatm@mica em todos os doentes
com nefrolitiase. A disfuncdo autonémica caracterige por hiperactividade do ramo
simpatico do sistema nervoso autbnomo em respostarias estimulos e por
diminuicao do cardioreflexo simpatico em respostéeate de ortostatismo passivo. A
hiperactividade simpatica foi responsavel por utmenio da presséo arterial na
maioria dos pacientes com nefrolitiase. A anéleserdsultados no dominio do tempo
ndo demonstrou alteracdes significativas da aededrarassimpética mas as andlises
efectuadas no dominio tempo-frequéncia permitirdemtificar alteracbes subtis no
controle vagal da frequéncia cardiaca.

Associamos a disfuncdo autonémica a algumas cohdadbes existentes no grupo de
doentes, principalmente com a existéncia de aneéetesl de hipertenséo e obesidade.
Além da obesidade, também associamos a diminuigdmutrole parassimpatico da
frequéncia cardiaca com o aumento da excrecdoriaridé acido urico, um dos
principais factores de risco para a nefrolitiaseomente. Nao relaciondmos a
diminuicdo do cardioreflexo simpatico em respostaogostatismo com qualquer
factor independente.

No nosso estudo, verificamos que 0s ratos Zuckersazh ndo desenvolveram
espontaneamente calculos renais pelo que modelnabrde obesidade nado foi
utilizado nas restantes experiéncias. Realizanégsestudos em animais com base no
modelo experimental de litiase renal induzida eimsrpor tratamento com calcitriol e
etileno glicol. Num destes, encontramos um menatroto simpatico da frequéncia
cardiaca e uma grande diminuicdo do baroreflexo mgs com nefrolitiase
comparativamente com os ratos do grupo de controlo.

Noutro estudo, encontramos um aumento significati@aactividade basal do nervo
renal nos ratos com nefrolitiase quando comparediwsratos do grupo de controlo.
Neste estudo, a obstru¢do urinaria subaguda, optid&20 minutos de bloqueio do
ureter, provocou uma diminuigéo significativa ddvadade do nervo renal ipsilateral
no grupo de ratos com nefrolitiase. Consideramesagdemonstracdo do aumento da
actividade nervosa basal nos ratos com nefrolits@sia um argumento favoravel a
hipotese de envolvimento da disfungcdo autonémicaredultados sugeriram que o
aumento da actividade no nervo renal nos ratos refnolitiase ndo seria totalmente

explicado pela obstrucéo provocada pelos calcelosis.
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Efectuamos um conjunto de experiéncias com um model desenervacao renal
unilateral em ratos com nefrolitiase induzida palcitriol e etileno glicol. Neste
modelo, seccionamos as fibras nervosas que enesvam esquerdo e mantivemos
integra a enervacdo do rim contralateral que filizatlo como controlo. Os ratos
recuperaram completamente da cirurgia de deseré&nages de iniciar o tratamento
com medicamentos litogénicos. Apos quatro semamasathmento, os animais foram
sacrificados e os rins analisados com o objecter@amparar as lesbes histolégicas
nos rins desnervados e nos rins de controlo. Estel@ ndo demonstrou o efeito da
desenervacdo renal na litogénese ou nas lesfes @s&Ddciadas a presenca de
calculos renais. Descrevemos neste trabalho osctaspéistologicos dos rins
enervados e desenervados.

Apesar das limitacdes inerentes a extrapolacaoetndtados de estudos em animais
para a nefrolitiase humana, os nossos resultadosirrcam uma disfuncéo
autondémica no modelo do rato de nefrolitiase eessptam os primeiros estudos da

funcdo autondmica em modelos animais de nefraittaxperimental.
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Summary

Nephrolithiasis is a common disease in developeikses. It has been shown that
kidney stone disease is associated with a numbenetfbolic and cardiovascular
diseases, including hypertension, obesity, and etitmellitus It has also been
shown that individuals with kidney stones are midely to suffer acute myocardial
infarction and stroke. The causal link between melghiasis and cardiovascular risk
is not completely understood but it is likely thatmany individuals, kidney stone
disease may be an early clinical manifestation ofmare widespread adverse
environment that increases the prevalence of ther @omorbidities.

We carried out a thorough review of the variousdtlipses that have been suggested
to explain the higher prevalence of cardiovascdiaease in individuals with kidney
stone disease. Our review focused on the metablodinges that have been suggested
to explain the increased prevalence of hypertensigoatients with nephrolithiasis,
namely obesity and the metabolic syndrome. Weralgewed possible links between
hypertension and some urinary risk factors for mejthiasis, namely hypercalciuria
and hyperuricosuria.

We proposed an innovative hypothesis to explainassociation of nephrolithiasis
with cardiovascular disease: the activity of thdoaomic nervous system. The
influence of the autonomic nervous system in theetigpment and maintenance of
hypertension and cardiovascular diseases has Bemmse/ely documented in medical
literature. Manifestations of autonomic dysfunctibave also been reported by
several authors in other co-morbidities commonlynfb in kidney stone formers.

We conducted a set of original studies to test hligpothesis that there is an
association between autonomic dysfunction and reotrnephrolithiasis. Our
research included a clinical study on recurrertapdthic kidney stone formers. This
study had a case-control design and was basedsat af five autonomic tests to
assess the efferent autonomic activity using neasive methods to analyse heart
rate and blood pressure variability in the time domusing an adaptation of the

Ewing protocol; and in the time-frequency domaising wavelet transform and the



Hilbert-Huang transform. This study allowed us tocdment subtle autonomic
abnormalities in all kidney stone formers. The aotaic dysfunction was
characterized by hyperactivity of the sympathetianich of the autonomic nervous
system in response to several stimuli, and by dsec cardio reflex in response to a
passive tilt test. Sympathetic hyperactivity cauaedexaggerated increase in blood
pressure in most patients with nephrolithiasis. @halysis of the results in the time
domain showed no severe abnormalities in parasyrmapatactivity, but the analyses
made in the time-frequency domain allowed us totifie subtle changes in the vagal
control of heart rate.

We associated the autonomic dysfunction with sowistieg co-morbidities in the
patients’ group, mainly the existence of a pagibhysof hypertension or obesity. The
decrease in the parasympathetic control of hedd veas also associated with
hyperuricosuria, one of the main risk factors faphrolithiasis. However, the
decreased sympathetic cardio reflex in respongdédttvas not associated with any
independent factor.

In our study, we found that the Zucker obese radsnidt develop kidney stones
spontaneously and so this animal model of obesisyrtot been used in the remaining
experiments. We conducted three studies in anin@dets using an experimental
model of nephrolithiasis induced in rats by treatmeith calcitriol and ethylene
glycol. In one of these studies, we found a lowengathetic control of heart rate and
a striking decrease of the baroreflex in the rath wephrolithiasis when compared
with the rats in the control group.

In another study, we found a significant increasehie basal activity of the renal
nerve in rats with nephrolithiasis when comparethhe rats in the control group. In
this study, sub-acute urinary obstruction, indubgda 20-minute blockage of the
ureter, caused a significant decrease of the tpsilarenal nerve activity in the rats
with nephrolithiasis. We consider that the increldsasal activity of the renal nerve in
rats with nephrolithiasis is an important argumenfavour of the hypothesis that
autonomic dysfunction contributes to the risk foardiovascular disease in
nephrolithiasis. The results suggested that ineckasnal nerve activity in the rats
with nephrolithiasis might not be fully explaineg the obstruction caused by kidney
stones.

We carried out a set of experiments using a motlehibateral kidney denervation in

rats with nephrolithiasis. In this model, we seaéid the nerve fibres that innervate
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the left kidney, and kept intact the innervatiorthe contralateral kidney, which was
used as a control. The rats recovered from denervaurgery before starting the

treatment with lithogenic drugs. After four week$ tweatment, the rats were

sacrificed and the kidneys were analysed to comffegehistological lesions in the

denervated and control kidneys. This study failedi¢monstrate an effect of renal
denervation in the lithogenic process or in thenkil damage associated with the
presence of kidney stones. We describe the histalbgspects found in denervated
and enervated kidneys.

Despite the limitations inherent to the inferendeth® results of animal studies to
human nephrolithiasis, our results are consistétht an autonomic dysfunction in the
rat model of nephrolithiasis. These were the fsiidies to report the results of

autonomic evaluation in animal models of experiraenéphrolithiasis.
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1. Introducao

A nefrolitiase € uma patologia relativamente freqeeas civilizacdes desenvolvidas,
nas quais 8 — 10% dos adultos apresentara pelosnuem@pisddio de coélica renal ao
longo da vida. Nas ultimas décadas verificou-seaumento da incidéncia da litiase
renal nos paises em vias de desenvolvimento egmask civilizacdes onde a doenca
era pouco frequente. Concomitantemente, verifi@us® aumento significativo da
prevaléncia de outras situacdes morbidas como sidatnke, a diabetddellitus e as
doencas cardiovasculares, que em alguns casos gtiogor¢cdes pandémicas.

A nefrolitiase tem sido associada ao diagnosticohigertensdo arterial. Varios
estudos epidemioldgicos e clinicos mostraram quealéncia da hipertensdo € mais
elevada nos doentes com litiase renal quando cawfgpaiom a populacdo geral da
mesma faixa etaria, ultrapassando os 50%. Foi dectado que a litiase renal esta
associada a uma prevaléncia maior de doencas asdidares, como revela um
estudo epidemiolégico de grande dimensédo efectnadpopulacdo portuguesa que
refere aumento da prevaléncia de enfartes do ndimcae de acidentes
cerebrovasculares em individuos com histéria deatenais.

As causas para a associacado da nefrolitiase e at@agdiovasculares ndo estédo
inteiramente esclarecidas. De acordo com algunwesjtessa associacao podia ser
devida a existéncia de alteracdes metabdlicas com@ssas patologias, por aumento
da massa corporal em doentes com litiase renal eta gxisténcia de factores
hereditarios. No entanto, a nefrolitiase é uma c¢gmlimorfa para a qual contribui
uma diversidade de factores de risco e nao exiatditeratura uma explicacao
abrangente que permita justificar o aumento deorisardiovascular. Que factores
seriam identificados em comum entre a litiase fdfica de uma mulher jovem, a
littase de oxalato de célcio da meia-idade e asktiirica de um homem de sessenta
anos, apesar de todos eles poderem desenvolveiehigi@o?

Por outro lado, é do conhecimento geral que orsesteervoso autbnomo possui uma
importante funcdo integradora de varios aspectometabolismo e de controlo do
sistema cardiovascular. A disfungcdo autondémica texiem algumas das

comorbilidades frequentes nos doentes com ne&sdfi nomeadamente nas



acompanhadas de aumento da resisténcia a acc@suima e hiperinsulinismo, e
encontra-se bem documentada a disfuncdo do sist@eneoso simpatico na
hipertenséo arterial. Estudos prospectivos dememastr que a incidéncia de célculos
renais aumenta em doentes com antecedentes ddehgd®. Estudos clinicos
controlados demonstraram que individuos expostsisuacdes detressemocional
apresentavam um aumento do risco de formacao delaslrenais. Por outro lado, a
incidéncia de nefrolitiase € muito reduzida nospéares de transplantes renais,
constituindo estes doentes um modelo clinico dérais de enervacao renal. Estes
factos demonstram um provavel envolvimento do migtenervoso auténomo na
nefrolitiase.

Os métodos néo invasivos desenvolvidos nos ultamos sdo baseados em modelos
matematicos para andlise da variabilidade hemoda@@enpermitem quantificar com
razoavel acuidade os efeitos moduladores que\dadsrte autondmica exerce sobre o
sistema cardiovascular. Estes métodos séo utikzadoestudo clinico em diversas
patologias.

Nao encontrdmos referéncias na literatura sobretude da actividade do sistema
nervoso autbnomo em doentes com litiase renal.

O objectivo deste trabalho consistiu no estudoatizidade do eferente do sistema
nervoso autonomo na presenca de litiase renalvésiiyacdo compreendeu o estudo
ndo invasivo da actividade do sistema nervoso aatérem doentes com litiase renal
recorrente, comparando os resultados obtidos condeosim grupo de controlo
saudavel.

Para testar a possibilidade de estudar a relagfie arobesidade e nefrolitiase em
modelo animal, pesquisamos a presenca de cristais cdlculos renais em ratos
Zucker obesos. Realizamos trés estudos em modepesimentais de nefrolitiase
induzida farmacologicamente em ratos Wistar. Nunalisamos a variabilidade da
frequéncia cardiaca e da pressdo arterial pardagstufuncdo autonémica. Noutro,
medimos directamente a actividade do nervo rengraaenca de nefrolitiase e de
obstrucdo. No ultimo, avalidmos a influéncia daremgio renal no processo da

litogénese e no desenvolvimento de lesGes rerlasaradas com a nefrolitiase.



2. A Nefrolitiase e a doenca cardiovascular:

definicdo do problema

Nesta dissertacdo pretendemos contribuir para foumaa ideia global sobre a
associacdo da nefrolitiase com o aumento do riscdogncas cardiovasculares, em
virtude desse estudo ter sido feito por diversadsras de forma dispersa, abrangendo
muito insuficientemente alguns aspectos e apras#gmtgppor vezes resultados
contraditorios. No presente capitulo apresentanecfitina sucinta os trabalhos que
contribuiram para o reconhecimento da maior precééde hipertenséo arterial nos
individuos com litiase renal e documentaram a mpiobabilidade de resultados

cardiovasculares adversos nesta populacao.

2.1 A associacao da nefrolitiase com a hipertensao arterial

Diversos trabalhos clinicos [1;2] e epidemiol6gi¢®gl] revelaram uma prevaléncia
elevada de hipertensao arterial (HTA) nos doentas oefrolitiase em relacdo a
populacao geral, por vezes superior a 50% [2;5§ sean esclarecer os motivos para

esta associacao.

2.1.1 Evidéncias epidemiolégicas

Em termos epidemioldgicos, tanto a nefrolitiase @om HTA sdo doencas
relativamente frequentes na populacdo geral. Eas® fpermitiria admitir uma
simples coincidéncia na sua associagcdo. Contudsfesx dois argumentos que
contrariam tal possibilidade: 1) estudos epidengiolds transversais mostraram um
aumento significativo dedds ratio(OR) para nefrolitiase nos doentes hipertensos,
aproximadamente duas vezes mais elevado do quer@mnolos normotensos [6]; 2) a
prevaléncia de hipertensdo nédo é igual nas divéosasas de litiase, apresentando
valores mais elevados em doentes com calculoside adco [7]. Estas observactes
sugerem a possivel existéncia de factores etiogatogs comuns a nefrolitiase e a
HTA.



A procura da relacdo causal entre a litiase renal HTA transcende a simples
curiosidade cientifica. Na actualidade, o aument@xpectativa de vida e o aumento
progressivo do indice de massa corporal (IMC) domdm para que uma elevada
percentagem de individuos desenvolva hipertensdo E&bora ndo existam
evidéncias de que a prevaléncia da HTA estejaiefcente a aumentar, nas ultimas
décadas verificou-se que esta patologia foi didggamla a uma percentagem
progressivamente maior de da populacdo, com camespte aumento do numero de
individuos tratados com hipotensores nas civilizag®ais desenvolvidas [9]. Além
disso, verificou-se um aumento significativo da H&/Alas doencas cardiovasculares
em algumas civilizagbes ancestrais onde aquelasicdse eram praticamente
desconhecidas até a adopcao de habitos alimertasios de vida ocidentais [10].
Séao exemplos dramaticos deste novo paradigma, recpento de HTA, doencas
cardiovasculares, gota e elevada incidéncia defigisucia renal cronica nas
populacdes aborigenes da Australia [11;12], o atonela incidéncia de HTA,
obesidade e gota Urica nas populacdes negras @z Afo Sul que migraram dos
ambientes rurais para os ambientes urbanos [18-@%parecimentde novode HTA
[16;17] e gota no povo Maori [18]. Paralelamenterificou-se um aumento
progressivo da prevaléncia de nefrolitiase nosepatta Europa ocidental e da
América do norte, onde aquela ja era relativamel@eada, bem como nos paises em
vias de desenvolvimento e sociedades onde a pnevalée calculos no aparelho
urinario superior era habitualmente reduzida [19].

O papel da HTA no aumento da morbilidade e moidied por doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares est4 exaustite documentado [20;21]. No
entanto, em relacdo a nefrolitiase, com excepcadgienas formas hereditarias mais
raras, existe um conceito quase generalizado da goenca € uma condi¢cdo benigna
e quase exclusivamente limitada ao desconfortogeamlo pelos episédios de cdlica
renal. Encontra-se frequentemente subvalorizadotenpial de recorréncia da litiase
renal ou o facto de que, na auséncia de medidagerireas, a evolucdo da
nefrolitiase pode conduzir a deterioracao da fumeéal [22;23]. Esta atitude traduz-
se em custos socioecondmicos mais elevados, idduiostos directos relacionados
com o tratamento da litiase renal e das comorbiéidaassociadas, bem como custos

indirectos relacionados com a perda de produtivdad-26].
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A associacédo entre a nefrolitiase e a HTA promdyena argumentos preocupantes a
forma como a litiase renal deve ser entendida:risco de litiase renal nos individuos
hipertensos pode triplicar em relacdo ao valor mfasi® na populacdo com valores
normais de pressao arterial [6]; 2) nos doentes lkitbase de oxalato de calcio, a
hipertensdo quadruplicou a probabilidade de desesvadoenca coronaria em
comparagao com os doentes normotensos (OR: 4,86%2,61 — 6,91) [27]; 3) de
acordo com resultados recentes, a nefrolitiasetindinsma causa frequente de
insuficiéncia renal crénica [22;23]. A presencalidase renal aumenta em cerca de
90% a probabilidade de insuficiéncia renal croneainal (OR: 1,9; IC 95% 1,1 —
3,3) mesmo nas formas mais comuns e potencialnratdeeis [28].

Na década de noventa foram publicados varios estpispectivos com o objectivo
de esclarecer a associacao entre a HTA e a ni&fsaitNum deles, com oito anos de
duracgdo, foram seguidos 51.529 individuos do seascalino e verificou-se que a
existéncia de uma histdria prévia de nefrolitiasenentava em cerca de 20% a
probabilidade de desenvolver HTA (OR: 1,31; IC 93980 — 1,32) [29]. Neste
estudo, o diagndstico de nefrolitiase precedeu @ureu em simulténeo com o
diagnédstico de HTA em 79,5% dos doentes que apesan ambos os diagnosticos.
A existéncia de antecedentes de HTA no inicio dtudes ndo influenciou
significativamente a probabilidade de desenvolweratitiase (OR: 0,99; IC 95%
0,82 — 1,21). Num estudo realizado entre 1976 € 189 89.376 mulheres que
participaram noNurses’s Health Studgemonstrou-se que a existéncia prévia de
nefrolitiase aumentou em 36% o risco de HTA (RR61IC 95% 1,20 — 1,43) [30].

No entanto, dois estudos Italianos demonstraramaghd A também aumentava o
risco de nefrolitiase. No primeiro, foram seguigosspectivamente 140 doentes com
HTA essencial e 140 controlos normotensos entre4 18681991. N&o havia
antecedentes de nefrolitiase no inicio do estuds demonstrou-se que os doentes
hipertensos apresentavam um risco 5,5 vezes maiadesenvolver litiase renal em
relacdo ao grupo de controlo (OR: 5,5; IC 95% 1;826,66) [31]. No segundo
trabalho, integrado n®livetti Prospective Heart Studyara avaliar os factores de
risco cardiovascular dos funcionarios de duas ¢abrdaquela empresa situadas no
sul de Italia, documentou-se que os funcionariosedm masculino com antecedentes

de HTA tinham um risco de desenvolver litiase releahproximadamente duas vezes



superior em relagdo ao grupo controlo durante urioge defollow-up de oito anos
(RR: 1,96; IC 95% 1,16 — 3,32) [32]. Noutro estudageavaliagdo dos resultados do
Olivetti Prospective Heart Studyostrou que os individuos que no inicio do estudo
possuiam antecedentes de litiase renal apresentamamisco significativamente
maior de desenvolver HTA durante os oito anos dpiiseento, em relacdo aos
individuos sem antecedentes de nefrolitiase (RI®; 1C 95% 1,25 — 3,07) [33].

2.1.2 Procura da relacdo causal entre a nefrolitias e e a hipertensao

Forma de tratamento da litiase renal

Uma causa provavel de HTA nos doentes com litiasal ipoderia relacionar-se com
a forma de tratamento dos célculos renais. Desdeaaintroducdo, em 1982, a
litotricia extracorporal por ondas de choque (LE@E)ou-se a forma mais frequente
de tratamento da litiase renal. Alguns estudosesahrtilizacdo da LEOC sugeriram
que este tratamento aumentava os valores da press@l devido a lesbes do
parénquima renal [34;35], como consequéncia daasodd alta energia que atingiam
zonas saudaveis de tecido adjacentes aos célcolosteducgdes localizadas do fluxo
plasmatico renal [36]. Esta reducdo ocorre apoéssessfes de LEOC mas é
habitualmente transitéria e varios estudos progpeEchao confirmaram o aumento
da incidéncia de HTA em doentes submetidos a LE@QCetacdo aos doentes com
littase tratados com outras terapéuticas [37-39]. edtanto, o periodo médio de
follow-up destes estudos foi apenas de cerca de dois apoeEni@mente, um grupo de
investigadores da Clinica Mayo relatou um aumeignifecativo da prevaléncia de
HTA (OR 1,47; IC 95% 1,03 — 2,1) e de diabeaWdlitus (OR: 3,23; IC 95% 1,73 —
6,02) apOs 19 anos da realizagdo de LEOC [40].

No entanto, a elevada prevaléncia de HTA em doaesnefrolitiase ndo pode ser
justificada apenas por intervencdes uroldgicas mEstruicdo e/ou remocdo dos
calculos. A prevaléncia de HTA num grupo de doedtepopulagdo Portuguesa com
litiase calcica idiopatica recorrente foi de 55,2k contudo, 72,6% dos doentes
incluidos no estudo nao efectuaram qualquer trateomprévio e s6 29 dos 186
doentes estudados (15,6%) realizaram tratamentos IldBOC. Estes resultados
sugerem a possibilidade da nefrolitiase ser a ipahcausa da hipertenséo, e nédo o

seu tratamento.



Outra provavel causa de HTA nos doentes com ngésdi, na auséncia de
tratamento, poderia ser a deterioracdo da fung#a.rg do conhecimento geral que
algumas formas recorrentes de litiase renal proncaéeracdes da funcao renal por
um conjunto de varios mecanismos: episodios olabsjtnecessidade frequente de
procedimentos uroldgicos, infecgdo e outras coriddoies. A nefrolitiase é uma das
causas de insuficiéncia renal cronica terminal, gqoissdo de medidas preventivas
adequadas [22]. De acordo com os dados estatistidstentes, a percentagem de
casos que evolui para a insuficiéncia renal terhméa excede 4% dos doentes que
iniciam técnicas de substituicdo renal, mas ceec27/8o dos doentes com litiase Urica
(célculos puros de acido Urico ou calculos misws)6% dos doentes com litiase
calcica idiopatica apresentam algum grau de ingufota renal [23]. Devido papel
fundamental do rim no controlo da pressao artea@hite-se que pequenas alteracdes

da funcgéo renal possam determinar o desenvolvintntopertensao [41].

Hipdteses para associar a hipertensdo com as altera  ¢des metabdlicas da nefrolitiase

A litiase renal estd frequentemente associada exaefies metabodlicas que se
expressam na composicao da urina. Este facto tetiwado a pesquisa de eventuais
fendtipos urinarios caracteristicos dos doentes mmefinolitiase e HTA.

Os calculos renais podem apresentar diversas cigdpesquimicas e diversos
factores de risco contribuem para a sua formac¢a@d{4. Com excepcao dos casos de
nefrolitiase secundaria a infeccdo ou a alteracbagénitas do metabolismo, a sua
etiologia é desconhecida e, provavelmente, multifed, contribuindo
simultaneamente alguma predisposicdo genética ese@® a factores ambientais
e/ou nutricionais [45]. A influéncia dos divers@tbres traduz-se em alteracdes na
composicdo da urina, com aumento na excrecdo dmopooes (calcio, oxalato,
fosfato e &cido urico) e/ou diminuicdo da excregddnibidores da litogénese (citrato,
magnésio, pirofosfato, etc.). As altera¢des daaypimdem incluir desvio do pH (o que
altera a solubilidade das substancias em solucabimmuicdo do volume (0 que
aumenta a concentracdo dos promotores da litogeriés¢ Estas alteracdes
aumentam a supersaturacdo urinaria em oxalatolde,d@sfato de calcio ou acido

Urico.



Actualmente sdo conhecidas as alteracfes bioquemieds evidentes para a maioria
dos casos de nefrolitiase, ou seja, aquelas queosaiveis de identificar em estudos
clinicos, embora seja reconhecido que existem sutotores de risco ainda nao
identificados, nomeadamente as macromoléculaseexést na urina humana e que
podem actuar como inibidores ou promotores daditege [47-49]. De facto, as
alterac6es urinarias identificadas como factoresst® nos doentes com nefrolitiase
também podem ser encontradas na populacdo ndaddqumir esta patologia [50].

As alteracdes urinarias e o tipo de célculos degrendle varias caracteristicas
individuais, nomeadamente a idade e o sexo. Osiloélae fosfato de célcio, por
exemplo, sdo mais frequentes no sexo feminino er@woem idades jovens,
verificando-se que o pico da incidéncia deste tipocalculos ocorre habitualmente
nas mulheres até a terceira década. No entantalaglos de acido Urico sdo mais
frequentes nos homens, principalmente a partir diata] década de vida [51].
AlteracBes urindrias semelhantes podem provocaculodl com composicoes
diferentes e alteracdes urinarias diferentes porsmltar na formacdo de calculos
com composi¢cdes semelhantes [52]. A incidéncia itiasé fosfocalcica tem
diminuido progressivamente nos anos mais receveeificando-se que o oxalato de
calcio € a composi¢ao dos calculos mais frequemtenmbservada nos jovens adultos
de ambos os sexos [53]. A litiase célcica idiopatca forma mais frequente nos
adultos jovens, embora a sua prevaléncia se retbupaodo progressivo com a idade.
Por motivos ndo completamente esclarecidos, estauicdo ocorre mais rapida e
precocemente no sexo masculino (cerca de 5% paddépds os 30 anos) do que no
sexo feminino (cerca de 3% por década apés osdx) Eil]. A partir dos 50 anos de
idade verifica-se um aumento progressivo dos aagcdé acido urico, principalmente
no sexo masculino. O aumento da frequéncia daditiaica com a idade pode ser
consequéncia de uma reducgédo do pH urinario [54fiddea capacidade de produzir
amonia que diminui progressivamente com a idadgieodetermina que a eliminagéo
das cargas acidas na urina seja efectuada por suaerexcrecdo de acido titulavel
[55].

Assim, seguidamente iremos resumir as varias teaige procuram relacionar as

alteracdes urinarias com o desenvolvimento de HTA.



Metabolismo do calcio

Alguns estudos sugerem que as alteracdes do metabolosfo-calcico seriam um
potencial elo patogénico entre a litiase renalhégpartenséo arterial. Esta hipotese &
baseada no facto de serem observados valores leeil@s de calcio urinario em
doentes com nefrolitiase que desenvolveram hipfte[B83] e em observacdes que
mostraram que os doentes com hipertensdo essenbiglercalcidria apresentaram
maior supersaturacdo urinaria em oxalato de catmop risco mais elevado de
formacao de calculos renais [31].

A hipercalcidria ocorre frequentemente na hipeéden$s6]. Demonstrou-se em
estudos prospectivos que a prevaléncia de hipardal@ mais elevada em doentes
com hipertensdo essencial do que em controlos weisda35% vs 2%,
respectivamente) e mais elevada nos hipertensofgratados do que nos hipertensos
tratados (35%s. 20%, respectivamente) [57].

Vérios estudos epidemioldgicos revistos por McGaedVorris [58], sugerem que a
diminuicdo da ingestdo alimentar de calcio podaresthvolvida na patogénese da
hipertenséo. De acordo com esta hipétese, 0 mevamatogénico que desencadeia o
aumento da pressdo arterial envolveria uma diméuido célcio ionizado (GH.
Esta hipdtese foi apoiada pela demonstracdo expetainde que as estirpes de ratos
espontaneamente hipertensos apresentam diminuiz&6&d no soro (embora o
calcio sérico total tenha permanecido dentro do#tds normais) em consequéncia
dum aumento da excre¢do urindria de calcio [59].skgerido que a hipercalciuria
poderia ser uma consequéncia da diminuicdo daidatie da ATPase do &anas
membranas das células do tubo contornado distalcqgntrolam o efluxo celular de
ca* [60].

Alguns estudos contrariam a influéncia do metabwlisio calcio na HTA associada a
littase renal: 1) num estudo clinico em 167 doentes litiase calcica, a prevaléncia
de HTA foi semelhante nos grupos de doentes consemu hipercalcidria. Neste
estudo ndo foram observadas diferencas do metatwligsfocalcico entre os dois
grupos de doentes [61]. 2) A prevaléncia da HTA dosntes com litiase célcica
idiopatica excedeu largamente a prevaléncia derddfuidria [2]. E sabido que as

alteracOes do calcio séo relativamente frequerdesloentes com HTA e nos doentes



com nefrolitiase. A litiase célcica é a forma m@snum de nefrolitiase observada
actualmente e corresponde a 50 — 70% de todos sos ake litiase renal [23]. A
excrecao urinaria de célcio é mais elevada nosteés@om litiase célcica, com cerca
de 25 a 38% destes doentes a apresentarem hip@iea[60]. A prevaléncia de
hipercalciaria € mais elevada nos doentes com Hss&mial. Por estes motivos, ndo
€ estatisticamente improvavel que a maioria dositdeecom HTA e nefrolitiase
apresentem simultaneamente aumento da excreca@lde, sem que esse facto

traduza necessariamente uma relacédo causal.

Metabolismo do acido Urico

As alteracbes metabolismo do acido urico constitwenna hipétese de explicacéo
para o aumento de prevaléncia da HTA nos doentesnedrolitiase. Consideram-se
duas alteracdes do metabolismo do acido Urico maemtds com litiase renal: a
hiperuricosuria e a hiperuricemia. Foi documentgqde os doentes com litiase renal
hipertensos apresentavam excrecdo urinaria de @eido significativamente mais
elevada em relacdo aos controlos com nefrolitiasmotensos (70vs 586 mg/dia,
respectivamente) [31].

Na actualidade, as litiases célcica e Urica camstita maioria dos casos de litiase
renal diagnosticados e séo as formas de nefr@itfess frequentemente associadas a
hipertensdo essencial. A hiperuricosuria represema alteracdo frequente e um
factor importante de risco para ambas, principatmeara a litiase célcica [62;63]. A
hiperuricosuria foi diagnosticada em aproximadae&@% dos doentes com litiase
calcica; 39% dos doentes hiperuricosuricos do smeasculino e 22% do sexo
feminino apresentam concomitantemente hiperuricésdip

O aumento da excrecdo de uratos correlaciona-setalinente com a supersaturagao
urinaria em oxalato de célcio [52]. Demonstrou-se gxiste boa correspondéncia
entre a supersaturacao urinaria em sais litogéei@somposicado dos calculos renais
[65]. Além de aumentar a supersaturacdo urinariaosalato de calcio, o que
promove a cristalizagdo, o aumento da excrecdo rdéosu estd envolvido na
patogénese da litiase célcica por outros mecanisthagmonstrou-sm vitro que os
cristais de urato de sodio facilitam a agregac@alistais de oxalato de célcio pré-

existentes e o crescimento dos agregados, promovantbrmacdo de calculos,
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provavelmente por os uratos interagirem com osidares da agregacao e do
crescimento dos cristais de oxalato de célcio; 2judms epidemioldgicos
demonstraram que a evolucdo da litiase calcica eentds hiperuricosuricos €
relativamente atipica, caracterizada por numerwvadl® de recidivas e maior
morbilidade que os doentes normouricosuricos ctiasé calcica; 3) varios autores
mostraram que a administracdo de alopurinol nositdeehiperuricosuricos com
littase calcica recorrente reduzia significativateen nimero de novos episodios
[52;64], embora ndo esteja esclarecido se a redic@nsequéncia da diminuicdo do
acido urico na urina ou de outro efeito do alopalrainda desconhecido.

Os doentes que formam exclusivamente céalculos @ agico também podem
apresentar alteracbes do metabolismo dos uratasin@nto da excrecdo urinaria de
uratos tem uma influéncia menor na fisiopatologiditiase uUrica. Comparativamente
com os doentes com litiase célcica ou com célcoistos, a hiperuricosuria foi
diagnosticada numa minoria dos doentes que formaculos de &cido Urico, na
maioria dos casos relacionada a aumento do condenparrinas e proteinas animais
[66]. Foram descritas formas de litiase Urica caperuricosuria e diminuicdo da
reabsorcdo tubular de uratos relacionadas com réactbereditarios, conforme
demonstrado pela elevada prevaléncia célculoside éadco na aldeia de Talana, na
Sardenha, caracterizada por uma grande homogeeegjgaetica (80% da populacdo
desta aldeia isolada era originaria de 11 linhagemsestrais maternas e 8 de
linhagens ancestrais paternas) [67]. O estudo desfaulacdo identificou uma
proteina com forte associagéo a litiase Urica, lanire, identificada nos individuos
homozigoticos para uma das variantes do gene ZNRkf&5determina um aumento
do risco da formacéo de célculos de acido uricg. [B&centemente foi clonado no
Homem um transportador de anifes codificado pelee geLC22A12, o URAT-1
[69]. Algumas mutacdes deste gene sao respons@wis hiperuricosuria e
hipouricemia por diminuicdo da reabsorc¢ao tubuéauchtos [70].

A alteracdo mais frequente do metabolismo dos sinats doentes com litiase Urica
caracteriza-se por reducdo da fraccdo excreciomalrdtos e aumento dos niveis
séricos de acido urico [54;66;71]. Esta alteracasemelhante as manifestacdes
presentes na gota primaria [72;73], onde aproximanée 20% dos doentes

apresentam simultaneamente calculos renais, contiagel renal a preceder as
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manifestacbes articulares em cerca de 40% dos adesogota [74]. Devido as
semelhancas bioquimicas, RPetkal. [54] sugeriram que a litiase Urica pode ser uma
forma de apresentacéo da gota primaria.

Existem estudos contraditorios sobre a influéneia alteracdes do metabolismo do
acido Urico na patogénese da HTA. Alguns autoréiram que a prevaléncia de
hiperuricemia nos doentes hipertensos atinge 50% cdsos [8]. No entanto, o
aumento dos niveis de uricemia nao foi consideradmo factor de risco
independente para HTA nos primeiros estudos epaégicos de grande dimensao
[75] e durante véarios anos a associa¢do da HTAadiperuricemia foi considerada
um fendmeno secundério, sem relacdo causal comAa Hif estudo prospectivo do
final da década de 1990 relacionou o aumento ddoadrico sérico como uma
consequéncia do aumento dos valores da pressé@aladem um aumento de 7% do
risco relativo de hiperuricemia por cada 5 mmHgragemento da pressao arterial
média [76]. Este estudo relacionou o risco de bipegmia a aumentos do IMC e dos
triglicéridos, a ingestao de alcool e a habitoagatos.

Observacdes experimentais e estudos epidemiolégieds recentes sugeriram que 0
aumento da uricemia representaria um factor de fisdependente na etiopatogenia
da HTA [77]. A indug&o de hiperuricemia em ratosvmcou aumentos da presséo
arterial sistolica e da creatinina sérica, com egiarento de proteinuria [78]. Estas
alteracOes foram relacionadas com o desenvolvinetapertrofia renal e de varias
lesGes histologicas do rim, nomeadamente glomerelase, fibrose intersticial e
proliferacdo das células musculares lisas dasiaesrpré-glomerulares [78]. As
lesbes das artérias renais foram relacionadastatineate com hiperuricemia, e ndo
com a hipertenséo, dado que as lesdes se desemavoleen animais hiperuricémicos
apesar da pressao arterial ter sido mantida dedé&ovalores normais pela
administragdo concomitante de hidroclorotiazida ].[7@utro estudo referiu a
possibilidade da patogénese das lesdes renaiscelar&s envolver a activacdo do
sistema renina-angiotensina, por os efeitos darunigemia serem menos evidentes
com administracdo concomitante de enalapril, utridor da enzima de conversdo da
angiotensina (IECA) [79]. Esta hipdtese foi confisa em trabalhos posteriores que

documentaram a activagao intra-renal do sistemaaamngiotensina [80].
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Estudos in vitro demonstraram que a hiperuricemia estimula direstden a
proliferacdo de células musculares lisas da paraseular e que esse efeito pode ser
inibido pelo losartan, um inibidor dos receptoreB-Ada angiotensina Il [79]. Os
autores desse estudo interpretaram que a les@olatrapodia ser mediada pela ac¢ao
da angiotensina Il. Recentemente, demonstrou-seasjuw&lulas musculares lisas da
parede vascular expressam o ARNm do gene SLC22Ad&n¢ificaram a presenca
de URAT-1 na sua membrana celular [81]. Estes tad$od demonstraram a
existéncia de transporte de uratos através da namaloelular das células musculares
lisas das paredes vasculares e que o acido Urid@iparia na patogénese da
hipertenséo [82].

Recentemente, foi demonstrado que a hiperuriceoue prognosticar aumentos do
peso e da tensédo arterial [83]. Numa populacédo 5@26 individuos dd\ational
Health and Nutrition SurveyNHASES 1) verificou-se que o aumento da uricemia
constituiu um factor de risco independente para emion da mortalidade
cardiovascular [84]. O estudo LIFE observou umaucéd de 29% do risco de
eventos cardiovasculares provocados pela hipedegsé podia estar relacionada
com a diminui¢do da uricemia resultante do efertoosurico do losartan [85]. Um
estudo prospectivo durante cinco anos relacionivass de acido Urice 5,2 mg/dl
(valor actualmente considerado dentro dos limi@snais) com um aumento de 3,5
vezes do risco de eventos cardiovasculares gramésrie agudo miocardio, acidente
vascular cerebral, necessidade de amputacao diciésaia renal) e da mortalidade
cardiovascular (OR: 3,5; IC 95% 1,0 — 11,9) [82;86la HTA associada a
hiperuricemia, as lesdes dos érgaos alvo relacomae com aumento do risco de
perda de funcédo renal [87]. Apesar de ainda naar esiclarecido o motivo, foi
demonstrado que o risco de insuficiéncia renalicadassociado a hiperuricemia era

significativamente mais elevado no sexo feminirt).[8

Obesidade e resisténcia a ac¢éo da insulina

O aumento da resisténcia a accéo periférica déinase/ou aumento da insulinémia
representam outra possivel relacédo entre a nédisdite a HTA. O aumento do IMC
constitui uma caracteristica comum na maior pade estudos que analisaram a

associacao entre a litiase renal e a HTA [1;7;38810 aumento do IMC encontra-
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se associado a varias alteracbes metabdlicas dagedomo factores de risco da
nefrolitiase.

E do conhecimento geral que a prevaléncia e aéncid da nefrolitiase s&o maiores
em doentes com aumento do peso e do IMC [63;903tes eestdo associados a
resisténcia a accdo periférica da insulina [91}esgisténcia a insulina manifesta-se,
entre outras alterac¢des, por diminuicdo do pH don&sta diminuicdo € maior nos
doentes com obesidade quando comparada com ndosdB@$. Um estudo clinico
que analisou mais de 4.800 doentes com nefrolitiseonstrou uma correlagcéo
negativa entre o peso e o pH urinario [93].

A diminui¢cdo do pH urinario em doentes com resigt@ insulina ndo se encontra
completamente esclarecida. Uma das hipéteses artac reducdo do pH com
deficiente producdo de amodnia (ou duma deficiénl@iacapacidade para reter a
amonia no interior do tabulo na forma de NHe, consequentemente, aumento
proporcional da excrecdo de &cido titulavel. Emdogies fisioldgicas, a insulina
estimula a amoniagénese utilizando a L-glutamimaccsubstrato [94] e promove a
actividade do permutador de Ma" (NAE) do tubo proximal [95]. Estes efeitos s&o
importantes para a retengdo do fAlHho Iimen tubular. A accdo da insulina foi
comprovada com inducdo simultanea de hiperinsulmene euglicemia
(hyperinsulinemic euglycemic clajnem individuos saudaveis, nos quais induziu
aumentos significativos da producéo de amonia gHlarinario [96]. Estes aumentos
nao se observaram em doentes com litiase Uricapyesentaram resisténcia a ac¢ao
euglicémica da insulina [96].

Os acidos gordos livres estdo aumentados narnestdsisténcia [97]. Demonstrou-
se que os acidos gordos livres podem competir cghitamina na sintese de ATP
nas celulas do tubo contornado proximal [98]. Estesultados sugerem que a
resisténcia a actividade da insulina no rim podedoair a uma menor utilizacdo da
glutamina na amoniagénese, 0 que esta de acord@ coaior prevaléncia da litiase
arica na diabetes Mellitus, cerca de 21%, valortonsiiperior aos 8% observados na
populacdo nao diabética [99].

A prevaléncia da litiase arica é variavel, com redoque oscilam entre 4 — 14,6%
conforme a é&rea geografica [25], mas habitualmedie excedia 10% dos casos

nefrolitiase observados nos paises ocidentaiseQdtados das analises de mais de

14



43.000 célculos renais do Hospital Necker, em Panigstraram que 28,5% dos
calculos renais formados em doentes diabéticos eoastituidos exclusivamente por
acido urico, tendo sido detectada a presenca di acico em 35,4% de todos
calculos formados por doentes diabéticos. Estedtades foram significativamente
mais elevados do que os calculos formados em thagi ndo diabéticos, cuja
percentagem de calculos puros de acido Urico e id®sncorrespondeu a 13,2% e
16,8%, respectivamente [100]. Estes resultados dsimamam a importancia das
alteracOes provocadas pela insulina na patogérelgéade Urica.

E do conhecimento geral que a resisténcia a irsudirhiperinsulinismo estdo a
aumentar, o que se reflecte na prevaléncia daditiaca. Durante as décadas de 1980
e 1990 observou-se uma ligeira diminuicdo da pésgem de céalculos de acido Urico
em varios paises europeus, nomeadamente na Alemigiieae Portugal [25]. No
entanto, estudos recentes referem um aumento dalgmeia da litiase Urica em
varias regides do globo [101], na ordem dos 15%d[2].

A influéncia da resisténcia a insulina e/ou hipgilmismo na HTA tem sido objecto
de investigacdo intensa. No entanto, esta relag@a ando estd completamente
esclarecida [103]. Alguns estudos demonstraramistéecia de factores humorais
produzidos pelo tecido adiposo com propriedadea gasencadear um aumento da
resisténcia periférica a accdo da insulina [104kels factores poderiam contribuir
para explicar a etiopatogenia da HTA associada e@sidade [105]. Contudo,
observou-se aumento de resisténcia a accao insunandividuos com valores de
pressao arterial nos limites superiores do normaksmo na auséncia de obesidade
[106].

Com a resisténcia a insulina, ocorre frequentemantaeento desta em circulacao
(hiperinsulinismo) pelo que permanece em aberi lsipertensdo € consequéncia do
aumento da resisténcia a acgdo da insulina ou gerihsulinismo. Demonstrou-se,
em cdaes, que o hiperinsulinismo apresenta um efeagodilatador e provoca
hipotensao [107]. Este efeito foi observado em argncom sensibilidade normal e
nos que apresentavam resisténcia a accao da m$L0M]. Estes resultados sugerem
gue o aumento da insulina ndo é responsavel (petmsndirectamente) pelo aumento
da presséo arterial.

15



Outra possibilidade seria a do aumento da presd@&dah ser uma consequéncia
indirecta do aumento da insulina circulante, noragaehte através da retencdo de
sodio. Observou-se que a inducdo aguda de hipénissoo em individuos saudaveis
aumentava a reabsorcao tubular de sédio [108].ntem#d, na auséncia de insulino-
resisténcia este aumento néo justificaria a magéatede HTA porque o aumento da
reabsorcdo de sédio seria compensado por um auntenttaxa de filtracdo
glomerular e diminuicdo da reabsorcdo de sodioseggnentos mais proximais do
tubulo, mantendo-se a homeostase do sédio [108ku@o, neste estudo, observou-se
que os individuos com maior insulino-resisténciamglo expostos a hiperinsulinismo
ndo aumentaram a taxa de filtracdo glomerular nemndiram a reabsor¢éo do sédio
no segmento proximal do tubulo renal [108].

Em condicdes fisiologicas a excrecdo renal de sédid dependente da ingestao
alimentar de sal, de um conjunto de factores hoaimsoa dos valores de presséo
arterial sistémica, o que resulta, pela curva @sgé@o-natriurese, na manutencéo do
volume extracelular e da presséao arterial dentnoodanalidade [109]. Nos individuos
com aumento da sensibilidade ao sédio verificars@a weducdo da inclinacdo da
curva de pressdo-natriurese, 0o que sugere umandi&fudos mecanismos de
reabsorgéo tubular do sédio [110]. E sabido queroeato da sensibilidade ao sédio
[111] e a sua consequente retencdo podem estacaaps na etiopatogenia da HTA
[112]. Alguns autores referem que a insulino-résisia promove o aumento da
sensibilidade ao sodio [113;114] e a relacao poesafiurese ndo € normal na HTA
associada a obesidade [115].

Existem resultados que referem que o aumento dabdiatade ao sodio nos doentes
obesos ndo é exclusivamente atribuivel aos efegioais da insulina. Assim, num
estudo clinico que envolveu 555 individuos demonsse que os doentes obesos,
principalmente com adiposidade do tipo visceralesgntaram resisténcia a insulina,
aumentos da reabsor¢do de sodio e de 4cido Urnaiar risco de desenvolver HTA
[116]. Contudo, neste estudo, o aumento da readsdrgoular de sédio ocorreu
predominantemente no tubo proximal (demonstrado pemento da reabsorcédo de
litio) e foi independente dos niveis de insulinajejum. Estes resultados contrariam

a hipétese de que a retencéo de sodio seria carsgguda accdo directa da insulina.

16



Uma justificagcdo para estes resultados seria gassaciacdo entre o aumento da
sensibilidade ao sddio e a resisténcia a insulioaria de forma indirecta.

Outros autores demonstraram que a fraccdo excedcibm acido Urico estava
directamente correlacionada com a fraccdo excracida sodio [117], pelo que o
acido urico poderia fazer a ligacao entre a rasiséa insulina e a sensibilidade ao
sédio, conduzindo ao aumento da pressao arteréalo¥ investigadores consideram
que o acido urico apresentou um papel importantevioducdo da espécie humana,
sugerindo que o aumento dos seus niveis séricasipddr ocorrido pela necessidade
de aumentar a sensibilidade ao sédio e a prestfmbnos periodos de maior calor,
apos a Ultima época glaciar [118]. Demonstrou-spementalmente que a
administracdo exogena de insulina aumenta a regmsdubular de acido urico em
individuos saudaveis [117] e em estudos clinicepigemioldgicos observou-se uma
associagdo entre a diminuicdo da sensibilidade salima/hiperinsulinismo e o

desenvolvimento de hiperuricemia [119-123].

O aumento do consumo de frutose: uma hipotese wifiora das alteracdes do

metabolismo do acido Urico e da sindrome metabdlica

Taylor e Curhan [124] publicaram um estudo prospectfectuado em trés grandes
grupos populacionais que incluiram 93.730 mulhemssn idade avancada
pertencentes adlurses’ Health Study (NHS 1), 101.824 mulheres mais jovens
pertencentes aNurses’s Health Study (NHS Il) e 45.984 homens pertencentes ao
Health Professionals Follow-up StudHPFS), totalizando 241.538 individuos
seguidos durante um periodo t@low-up de 48 anos. A metodologia incluiu a
resposta a questionarios de frequéncia alimerdaramsulta dos registos clinicos para
confirmagéo dos episddios sintométicos de litiasmlr O estudo demonstrou que o
aumento do consumo de frutose constituia um faitorisco independente para o
desenvolvimento de nefrolitiase: os individuos greréntes ao quintil mais elevado
de consumo total de frutose (ingerida na formardige livre ou como componente
de outros agUcares alimentares) obtiveram aumelatosco relativos de nefrolitiase
em 37% (NHS 1), 35% (NHS 1l) e 27% (HPFS). Quandmsideraram apenas o
consumo de frutose livre, o risco relativo paraagsogpisodios sintomaticos de litiase
renal foi de 1,29 (NHS I), 1,22 (NHS 1) e 1,28 (F), respectivamente [124].
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A circunstancia do aumento do consumo de frutoseuse factor de risco para
nefrolitiase em seres humanos pode ser um factorferge para entender o aumento
do risco cardiovascular nos doentes com litiasalreks dietas ricas em frutose
aumentam a excrecao urinaria de calcio, oxalatoido &irico. Estes efeitos foram
inicialmente descritos em ratos, nos quais o elevebr de frutose na dieta
demonstrou ter efeito sinérgico com o baixo teomdgnésio no desenvolvimento de
nefrocalcinose [125]. Demonstrou-se em modelos aisimue as dietas com elevado
conteudo em frutose provocavam aumento da excrecé@ria de calcio e o
aparecimento de cristais de fosfato de calcio g&oecortico-medular do rim [126].
O aumento da excrecdo de célcio provocado peloucomsle frutose foi observado
em humanos saudaveis, particularmente quando oraoinda ingestdo de frutose
acompanhava uma reduzida ingestdo de magnésio. [M2f estudo em que foi
administrada frutose por via endovenosa a setenidios saudaveis verificou-se
aumentos da calcidria em 64% e da excrecdo uriniriaxalato em ~60% [128].
Estudos em modelos animais observaram que a defi@i@o aporte de vitamina B6
potenciava a hiperoxallria associada ao aumentomgumo de frutose [129].

Apesar dos dados epidemiologicos e experimentaiersam que 0 consumo de
frutose aumenta o risco de nefrolitiase, ainda foiam estudadas as alteragbes
urindrias em doentes com nefrolitiase. Na realidamleaumento do risco de
nefrolitiase no Homem podera ser consequéncia tlasoalteracdes provocadas pelo
consumo excessivo de frutose, nomeadamente disfutigd macromoléculas que
funcionariam como inibidores da adesao celular eettn¢éo dos cristais nos tabulos
renais [130].

O interesse do aumento do risco de litiase renac@msequéncia do consumo de
frutose no conhecimento das causas de HTA na i&fsal resulta do facto deste
acucar também estar associado a aumento de in@d@amcsindrome metabdlica no
Homem [131;132]. Esse efeito foi comprovado em rasl@nimais, nos quais o
consumo elevado de frutose provocou resisténcia cgdoa da insulina,
hiperinsulinismo, dislipidemia e hipertensao [13&3L[L

A frutose € um aculcar simples presente na fruta mel e um dos componentes da
sacarose, utilizada no vulgar agucar de mesa (uddst por frutose e dextrose em

partes iguais). Por possuir uma accdo adocantéabiletade superior ao acucar de
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mesa, a frutose passou a ser utilizada como ednlimomdustrial desde a década de
60 em inUmeros alimentos e bebidas [135], prinoigate na forma de xarope de
milho rico em frutose (HFCS). Em consequéncia daagtéo industrial, o consumo
de frutose aumentou nos ultimos anos cerca de 20@3paises ocidentais; s6 nos
EUA, o consumo de HFCS aumentou de valores proxim@szero para 29
Kg/pessoa/ano desde 1966 a 2001 [136], estimandoisea frutose contribua para
~30% do total de agucares consumidos diariamente.

Do ponto de vista bioquimico, a diferenca da fret@n relacdo aos restantes
acucares reside na capacidade para aumentar rapittaws niveis séricos de acido
arico, o que ocorre 30 — 60 minutos ap0s a inge&iate facto foi confirmado em
varios estudos humanos. Numa amostra de 4.073idldis incluidos ndNational
Health and Nutrition Surve001 — 2002, nos EUA, verificou-se um aumento dos
niveis séricos de acido urico no quintil mais etievda ingestao de bebidas contendo
frutose em individuos do sexo masculino [137]. Nestudo de coortes em que foram
incluidos 46.393 homens seguidos prospectivamemsnte 12 anos, verificou-se que
o consumo de frutose aumentava significativamentdsco de gota Urica, que
duplicou no quintil superior do consumo de bebitas frutose [138].

Demonstrou-se em animais que uma dieta com excesfwitose acelerava a perda
de fungédo renal. Com o modelo de nefrectomia sabti# cinco sextos em ratos
Sprague-Dawley, demonstrou-se que o0s animais queigoram uma dieta com 60%
de frutose apresentavam alteracfes histoldgicasgeilmicas mais graves do que os
ratos a quem foram administradas dietas com 608exieose ou racao normal [139].
Noutro estudo em ratos, a adicdo de suplementésitdse a ragdo ou a agua durante
um periodo de oito semanas provocou hiperuricemisndrome metabodlica, com
diversas lesGes renais, homeadamente hipertrofial, reasoconstricdo da regiao
cortical, aumento da pressao intra-glomerular @detas arteriolas pré-glomerulares
[140].

Os mecanismos pelos quais a hiperuricemia provopat#afrutose contribui para o
desenvolvimento da sindrome metabdlica ndo estdalmente esclarecidos.
Observou-se, em ratos, que a prevencao da hipemieccom alopurinol ou agentes
uricosuricos apresentou um efeito preventivo no ewmledlvimento de

hiperinsulinemia, hipertrigliceridémia, hipertens&stolica e aumento de peso
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provocados pelo aumento da ingestdo de frutose].[A@5ificou-se que a frutose
diminuia a resposta vasodilatadora e a actividadendotélio vascular [135]. Estudos
in vitro permitiram demonstrar que a frutose, em concebsacfisiologicas,
aumentava a expressao de moléculas inflamatéreduzia a concentracdo de 6xido
nitrico nas células endoteliais da aorta humand][1@omo o éxido nitrico € um
importante mediador para a accdo da insulina, ussapdssiveis explicacbes para a
resisténcia a insulina e a sindrome metabdlicalteedes do aumento consumo de
frutose seria a reducao dos niveis de 6xido nitricoo consequéncia do aumento dos
niveis séricos de acido urico [136].

A hipétese do aumento de incidéncia da sindromeabnéta ser consequéncia da
hiperuricemia foi corroborada por observacdes gemahstraram que 0S niveis
séricos de acido uarico > 5,5 mg/dl precederam emcacele 6 a 12 meses 0
desenvolvimento da sindrome metabdlica [136].

Alguns resultados contrariam a influéncia do acidoo na hipertensdo desencadeada
pelo consumo excessivo de frutose. Sieglal [142] demonstraram que 0 aumento
da pressao arterial sistélica provocado pela feutesma independente do efeito
hiperuricémico, referindo que a HTA induzida enosaBprague-Dawley por reforco
de frutose na dieta era consequéncia do aumenexml@ssao dos transportadores
Slc26a6 (transportador apical de cloro presentantestino e no rim) e Slc26a5
(transportador de frutose presente no intestinogadiel). O aumento destes
transportadores originaria maior absorcao de dodetsédio no intestino delgado e
no rim, que explicaria a hipertensdo pela expaudsdgolume extracelular uma vez
que pode ser prevenida pela remocao do NaCl da {lld?]. Neste contexto, a
hiperuricemia seria um epifenémeno, sem relacdsataxom o aumento da pressao
arterial. Os uratos séo transportados pelo SLC2#9,transportador recentemente
identificado no tubo renal proximal humano que tdmkesta envolvido no transporte
facilitado de glicose e frutose [143]. Assim, aades do SLC2A9 justificariam a
presenca de hiperuricemia em situacdes de consenfautbse mais elevado pelo

mesmo mecanismo que produziria 0 aumento da pressa@l [144].
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A hipdtese de uma base genética para explicar aeaisgado entre a nefrolitiase e a
HTA

Alguns trabalhos sugeriram que a relacdo entrepartensdo e a litiase renal
apresentaria uma base genética. Essa hipotesesspoaada pelo facto de existir
uma prevaléncia mais elevada HTA em alguns agregtuailiares de doentes com
nefrolitiase. Descreveram-se trés fenotipos de tdeeoujos agregados familiares
apresentam maior prevaléncia de HTA: doentes cquardalcidria [145], doentes
com hiperuricosuria [146] e doentes com hipercalié hiperuricosuria [89].

A simples existéncia de agrupamentos familiares délA e nefrolitiase néo
implicaria a existéncia de factores genéticos, fadto de frequentemente partilharem
0os mesmos habitos dietéticos e condicdes ambigritaires que influenciam a
expressdo de qualquer das duas doencas. Conttattipalo aumento da prevaléncia
da HTA ser observada nos irmdos dos doentes cawlitiae, e ndo nos cénjuges ou
restantes familiares, sugeriu a existéncia de uasa genética na associacado entre a
litiase renal e a HTA.

Aceita-se presentemente que factores genéticos npodstar envolvidos na
etiopatogenia nefrolitiase, independentemente deer®lvimento de HTA. No
entanto, com excepcdo de algumas doencas raragadamente da hipercalcidria
familiar [147], das hiperoxallrias primarias [148flos raros casos de hiperuricosuria
relacionados com as mutacdes do gene ZNF365 [68]fearam ainda identificadas
alteracdes genéticas responsaveis por qualquemddtiplas alteragbes urinarias
identificadas como factores de risco para litiagel idiopatica. Por este motivo, se
existir uma base hereditaria para a nefrolitiaseiaatransmissao deveria ser efectuada
de forma poligénica e ainda ndo é conhecida. @altras que procuraram identificar
uma base genética para a associa¢cao entre atiafek a HTA obtiveram resultados
discordantes e diferentes conclusées ao longordpaeTisleret al. [146] referiram
que a probabilidade de existir uma histéria de HI&s irmdos dos doentes com
nefrolitiase e hiperuricosuria seria 3,8 vezes gopeomparativamente com 0s
doentes com litiase renal e excrecdo normal dedcido (OR: 3,8; IC 95% 1,22 —
11,66). Neste estudo, a presenca de hipertensaagregado familiar ndo foi
associada a nenhum outro factor de risco. Postegimie, 0S mesmos autores

publicaram outro estudo em que o fendétipo que teiaava melhor o risco de HTA
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familiar correspondia & nefrolitiase associadaedgnca simultanea de hiperuricosuria
e hipercalcidria (OR: 3,4; IC 95% 1,97 — 5,91) denieam que o fendtipo
caracterizado por hiperuricosuria isolada ndo amtasa qualquer aumento de risco
[89]. Num estudo mais recente, a presenca de laistlar hipertenséo arterial nos
irmaos dos doentes com nefrolitiase foi associawldeadtipo caracterizado por
hipercalciuria isolada (OR: 2,9; IC 95% 1,4 — §12)5].

Dificuldades na interpretacao das alteracfes metabé licas

Os estudos existentes sobre a relacdo da nefselitam a HTA basearam-se na
comprovacdo epidemioldgica e na pesquisa de evsnalgeracdes metabdlicas
envolvidas simultaneamente na etiopatogenia das doancas. No entanto, com
excepcado do IMC, que todos os estudos revelaranmaes elevado nos doentes
hipertensos com nefrolitiase, os resultados naatifdaram, de forma conclusiva e
reprodutivel, alterac6es metabdlicas para explicaguela associacao.

Uma possivel causa para a escassez de resultadmenmdicacdo de distlrbios
metabolicos que expliqguem a maior prevaléncia d& Hds doentes com nefrolitiase
deve-se as diferentes formas desta doenca e glicidade das alteracbes urinarias
envolvidas na sua etiopatogenia, que por vezesén&onsiderada. Os trabalhos
epidemioldgicos de grande dimensdo que mostrarauneento da prevaléncia de
HTA em doentes com nefrolitiase foram baseados requéritos e ndo mediram
parametros biologicos. Num estudo clinico em gueentaram aumento de risco de
hipertensdo em doentes com historia prévia de litefe®, 0 nimero de parametros
urinérios foi escasso e ndo elucidaram a composigdaéalculos formados [33]. Um
estudo prospectivo onde observaram aumento daémum de litiase renal em
doentes hipertensos, foram referidos alguns paréamaetinarios mas foi pequeno o
namero de doentes que desenvolveram litiase reoslceitérios para a classificacéo
do tipo de calculos formados foram insuficientesstd estudo, os autores referiram
que 19 de 132 doentes formaram novos calculosua ansioria era constituida por
calcio (= 12) ou acido uricon(= 5), mas a composi¢ao quimica so foi efectivament
analisada em 12 doentes e nos restantes utilizaraen classificagcdo baseada no
critério da opacidade radiolégica [31].
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Nos doentes com nefrolitiase, a associacado do aarderiMC com o risco de HTA é
relevante porque implica uma interpretacdo muitotedasa de eventuais ligagdes
entre os fendtipos urinarios relacionados comiaskt renal com o risco de HTA, por
0S parametros urinarios ndo serem independentgeesiom nem do IMC. O estudo
metabdlico de 5.942 doentes com litiase renal oevegue a excrecdo urinaria de
calcio, magnésio, citrato, sulfato, fosfato, oxalaticido urico e cistina foi
significativamente mais elevada nos doentes corsidh@e acentuada (> 120 kg no
sexo masculino ou > 100 kg no sexo feminino), dacé® aos doentes ndo obesos ( <
100 Kg para os homens e < 85 kg para o sexo feo)irie2]. Outra analise
retrospectiva de 1.021 doentes com nefrolitiasald3quais eram obesos (IMC > 30
Kg/m2), demonstrou uma distribuicdo diferente ddseracdes metabdlicas
identificadas nos doentes com e sem obesidaderiyo glos obesos as percentagens
de doentes com hipercalciuria, hiperuricosuriagtopaliria e aumento da excrecao
urinaria de sulfato foram significativamente mdesvadas do que no grupo dos nao
obesos [149]. Além das diferencas das alteracoemrias relacionados com a
obesidade, é necessario considerar que os doemtedittase e aumento do peso
corporal podem apresentar alteracdes significatd@s parametros séricos, como
elevacdes da glicemia, do acido arico sérico eadambna paratormona intacta (PTHi)
Powellet al.[92].

2.2 Prevaléncia de algumas doencas cardiovasculares na

populacdo com nefrolitiase

Um estudo epidemiolégico publicado em 1973 documentim aumento da
prevaléncia de cardiopatia isquémica em doentesditrenal [150], ndo confirmado
por outros autores [151]. Durante varias décadas s$& realizaram trabalhos
idénticos. Numa andlise de 23.349 questionariosli@iduos com mais de 15 anos de
idade que participaram no IV Inquérito Nacional Skide, realizado pelo Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge e pelotinstiNacional de Estatistica,
observaram um aumento significativo da prevalédeaalgumas doengas cronicas
associadas a maior risco de eventos cardiovassutasedoentes com nefrolitiase em
relacdo a populacdo geral, incluindo HTA (50,4828,6%;P < 0,001), obesidade
(22,7%vs 16,9%;P < 0,001), diabeteblellitus (16,6%vs. 9,4%;P < 0,001), enfarte
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do miocérdio (3,3%vs 1,8%;P < 0,001) e acidentes cérebro-vasculares (3/8%
2,1%;P < 0,001) [152].

O estudo das doencas cardiovasculares na popuRmdoguesa com nefrolitiase
revelou outros resultados interessantes: o printggies resultados foi que a média
das idades em que ocorreram 0S primeiros sintomeregeu em varios anos 0Ss
restantes diagnosticos. Esta diferenca foi releyanesmo considerando que o inicio
da diabetes tipo 2 pode preceder o seu diagnésticosete anos [153], e foi
particularmente surpreendente devido a maioria dmentes nunca ter efectuado
qualquer tratamento da nefrolitiase, incluindoratamentos que tém sido associados
a um aumento do risco de diabetes, nomeadamertieirésicos tiazidicos [154] e a
LEOC [40].

A associacdo da nefrolitiase com a HTA e a diabebservou-se mesmo apds o
ajustamento dos resultados para a idade e IMC. A BT diabetes justificaram o
aumento da prevaléncia de enfartes do miocardicsex@ masculino. No sexo
feminino, a litiase renal foi um factor de riscdependente para enfarte do miocardio
apos ajustamento para a presenca simultanea desHligbetes [152].

Li et al [155], num estudo prospectivo com seis anos dacdo observaram uma
elevada prevaléncia de célculos renais em doemBaotensos que apresentaram
acidentes vasculares cerebrais, mas a diferencéongignificativa apos ajustamento
para os restantes factores de risco. Os resultzmdg inquérito Nacional de Saude
Portugués confirmaram que a prevaléncia de aciglezéeebro-vasculares era mais
elevada nos doentes com calculos renais, e jastfic a associagdo com a maior
prevaléncia de HTA e diabetes nos individuos caicuti@s renais.

Os estudos conhecidos sugerem que a nefrolitiase sma doenca sistémica,
provavelmente reveladora de um ambiente metabativerso [156;157]. No entanto,
ndo esclareceram o modo como os factores metabékomtribuiriam para a
patogénese da HTA e afectariam o risco cardiovasagls doentes com litiase renal.
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3. O Sistema Nervoso Autbnomo: uma nova

hipotese de trabalho

Os dados referidos na literatura sobre o aumentdsdo cardiovascular na litiase
renal baseiam-se em estudos clinicos e epidemini®gifectuados com o objectivo
de identificar possiveis associacoes da HTA conefaolitiase. A maioria refere
alterac6es bioquimicas.

O sistema nervoso autonomo apresenta varias fungfiggadoras, nomeadamente
no metabolismo e na regulacdo da actividade densestcardiovascular. Estudos
efectuados na populacdo demonstraram alteracoesSN® em doentes com
hipertensdo e em algumas doencas cardiovasculareselacdo a HTA, a disfuncao
autonOmica ocorre precocemente e pode mesmo prexeeeonhecimento clinico da
doenca. Foram observadas manifestacfes de disfag@oomica em doentes com
obesidade e outras situacdes clinicas acompantadasnento de resisténcia a accao
da insulina, frequentemente observadas em doepteslitase renal. Estes factos
admitem a existéncia de possiveis alteracfes do &NAloentes com nefrolitiase e
que permitiriam justificar o aumento de risco cavdiscular na populacédo com litiase
renal.

Consideramos trés, os principais motivos para étége de disfuncdo autonémica em
doentes com nefrolitiase: o primeiro, a elevadaglémcia de HTA observada neste
grupo de doentes; o segundo, a associacdo de stagdes clinicas da litiase renal
com situacdes dstresspsicoldgico, documentada em alguns estudos; pionajl a
reduzida incidéncia de litiase observada em rinmdmos transplantados, que
constitui um argumento a favor de um eventual enn@nto da actividade nervosa
na etiopatogenia da nefrolitiase por o transplastel constituir um modelo clinico

de desenervacéo renal.
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3.1 A hipertensao como manifestacao de disfuncao

autonémica

A influéncia do SNA no desenvolvimento e na mancéienda HTA foi amplamente
demonstrada em diversos estudos. Nas fases intgaidesenvolvimento da HTA, as
manifestacbes cardiacas do aumento da actividadpasca (e diminuicdo da
actividade vagal) incluem o aumento da frequéncialoe débito cardiaco. A
hiperactividade simpatica provoca vasoconstricadgrea. Os aumentos do débito
cardiaco e da vasoconstricdo periférica conduzenauswento da pressao arterial
[158-160]. A manutencdo da estimulagdo simpaticadep a intervencdo de
mecanismos renais, nomeadamente a retencao deesadim, que contribuem, numa
fase mais avancada, para a manutencdo da HTA [MNalfase de manutencdo da
HTA, a persisténcia da hiperactividade simpéticarove a proliferacéo e hipertrofia
das células musculares lisas, que promovem a rdagddedas paredes vasculares e 0
aumento permanente da resisténcia vascular pedféue caracteriza as fases mais
avancadas da doenca hipertensiva [162;163].

Varios estudos demonstraram que doentes com tifseliapresentavam aumento do
IMC. N&o séo conhecidos estudos da actividade aotma efectuados em doentes
com nefrolitiase, mas foi documentado que os deeoten aumento do IMC
apresentam maior actividade simpatica. Mon&ral [164] referiram, numa revisao
dos mecanismos fisiopatoldgicos da hipertensaocegkn a obesidade, o papel da
hiperactividade simpatica. Segundo estes autolleptiaa, os acidos gordos livres e a
insulina actuavam sinergicamente na estimulaca8NIS potenciando os efeitos da
disfuncéo endotelial existente na obesidade. Alémedeitos directos sobre o sistema
cardiovascular, 0 aumento da estimulacdo simpétiaansulina actuavam no tuabulo
renal aumentando a reabsor¢do tubular de sédiazimib um aumento maior da
pressao arterial sistémica [116;164].

Nas ultimas décadas, o conhecimento dos mecanisl@oactivacdo do sistema
nervoso simpatico pela alimentagéo foi desenvoluaitiavés do estudo da hipertenséo
associada a obesidade. Sabe-se que muitos dessasism®s também sdo validos
para o estudo da hiperactividade simpatica em iiddos ndo obesos [165].

A leptina, uma hormona produzida pelas célulascadip em resultado da expresséo
do geneob, é considerada um dos factores responsaveis pelerdonda pressao
arterial na obesidade [166]. Esta hormona inibegetie e aumenta o consumo de
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energia através da termogénese [167]. O aumertngzeratura corporal pela leptina
€ provocado pela estimulacdo do SNS. A administralgd leptina nos ventriculos
cerebrais em ratos Sprague-Dawley anestesiadosnd&émo que a activacdo do SNS
é originada no hipotalamo e sugere a mediacdoeteptores da melanocortina [168].
Além do aumento do consumo energético, demonstaexperimentalmente que a
sua infusdo aumenta significativamente a presd@aare a frequéncia cardiaca em
ratos [169].

Os animais com mutacdes dos genes que codificaraceptores para a leptina séo
resistentes a sua accéo, produzem a hormona ernidgukes superiores ao normal e
desenvolvem obesidade [170]. Considaeteal. [L171] demonstraram que 0S niveis
séricos de leptina sdo, em média, cerca de qua&izesvsuperiores em humanos
obesos do que em individuos saudaveis com pesoahogxistindo uma forte
correlacédo positiva entre os niveis séricos denem a percentagem de massa gorda
(r = 0,85;p < 0,001). Estes autores demonstraram ainda qoateiddo em ARNnob
das células adiposas dos individuos obesos é apadaimente o dobro do observado
em controlos ndo obesos [171]. O aumento da aatieicsimpatica provocado pela
leptina deve-se ao facto dos centros nervosos goiotam a actividade do SNS
continuarem a ser estimulados, apesar da diminuigésensibilidade aos efeitos
metabdlicos da hormona nos individuos obesos [172].

As alteracdes dos lipidos circulantes, principat®em aumento dos acidos gordos
livres, constituem outra causa potencial para oesmtionda actividade simpéatica na
obesidade [173]. Esta hipétese €& apoiada pela d#ragao de aumentos
significativos do fluxo de sangue no antebraco dalividuos obesos,
comparativamente com controlos de peso normal, éppuso € como resposta a
administracéo regional de fentolamina [174]. Dentansse que o aumento regional
de acidos gordos livres no antebraco de individumsnotensos provocado pela
administracdo intravenosa detralipid e heparina (esta ultima administrada para
activar a lipase das lipoproteinas) reduzia a diesdenilnefrina necesséaria para
obtencdo de um efeito venoconstritor maximo [174%in trabalho experimental
realizado em individuos normotensos demonstrowcuanento dos niveis séricos de
acidos gordos ndo esterificados e de triglicérighmeyocado pela administracdo de
Intralipid e de heparina, potenciava o0 aumento da presséitabrtomo resposta a

infusdo intravenosa de fenilnefrina [176]. Esteul@slo sugeriu a hipétese duma
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maior reactividade vascular provocada por altemcdpidicas mediada pela
estimulacao dos receptores adrenérgidos

A associacdo dos &cidos gordos livres com a HTAci@hada com a obesidade
conduziria a um ciclo vicioso porgue o aumento caviglade simpatica resultante da
estimulacad3-adrenérgica estimula a lipolise e a producédo dadoacgordos livres
[177;178]. Se estes estimularem directamente &idatie simpatica, contribuiriam
para a manutencédo da HTA nos doentes obesos.

A influéncia da insulina na actividade do SNA ertcaise bem documentada: a
ingestao caldrica aumenta a producdo de insuliestimula a actividade simpatica
[165]. O aumento da actividade simpatica referido @ndicdes fisiopatoldgicas
caracterizadas por aumento da resisténcia a iasalihiperinsulinismo, incluindo a
obesidade, a sindrome metabdlica e a diabdtdhtus tipo 2, parece determinar o
aumento da actividade do SNS [179]. No entantogoamismo pelo qual a insulina
estimula a actividade simpatica ndo esta aindaresitio. Alguns estudos sugeriram
que este aumento seria consequéncia da accdoadudeactinsulina nos centros
hipotalamicos do sistema nervoso central [180-182s a hipOtese da estimulacdo
directa do SNS pela insulina permanece controj@&2183]. Hausberegt al. [184]
demonstraram que a insulina apresenta uma accamliladora directa, mais
evidente em jovens saudaveis do que em individaadatle mais avancada [185]. O
aumento da actividade simpatica observa-se simadtagnte com o efeito
vasodilatador, ndo sendo possivel afirmar se € efiexo provocado pela
vasodilatagdo ou uma consequéncia dos efeitostabre@ insulina sobre os centros
nervosos [185]. Para dificultar a compreensdo déstémeno, questionou-se a
possibilidade do aumento da frequéncia cardiacaopemlo pela administracdo de
insulina ser consequéncia de diminuicdo regionalt@ws vagal, em virtude da
diminuicdo do intervalo RR provocada pela insulindao desaparecer com a
administracdo de propanolol [186].

Em condicdes fisiologicas existe uma relacdo directre a producdo de insulina e a
actividade simpética. No entanto, em condicbe®gaiologicas, a hiperactividade
simpética pode determinar uma diminuicdo da sditkbie a insulina. Este efeito foi
demonstrado no Homem, no qual a administracdo denaliha aumentou a
resisténcia periférica a insulina por activacao moeptoreg-adrenérgicos [187]. A

influéncia do aumento da actividade simpatica nagenese da resisténcia a acgao
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periférica a insulina foi demonstrada em trabalgos observaram um aumento da
sensibilidade a insulina apés a inibicdo da lilgfvade catecolaminas e inibicdo dos
receptore3-adrenérgicos. A clonidina, um hipotensor de aag@aral que inibe a
libertacdo de catecolaminas nas terminagfes sicagatiperiféricas, quando
administrada em cées preveniu 0 aparecimento d&émesa a accdo periférica da
insulina [188]. Em estudos humanos controladosfis®u-se que a administracao
transdérmica de clonidina aumentava a sensibiligpediéérica a insulina em doentes
com diabetedMellitus tipo 2 [189] e que existia um aumento da sendinile a
insulina apos administracédo de carvedilol, um aggtioqueante de terceira geracéo
[190;191].

3.2 A nefrolitiase como indicio de disfuncdo autoné6  mica?

O aumento do IMC poderia justificar a hiperactiddasimpatica e a maior

prevaléncia de HTA no subgrupo de doentes com litéds® e obesidade mas, neste
caso, a disfuncdo autonomica seria um simples repifeno da obesidade. No
entanto, muitos doentes que formam calculos rem@issao obesos e desenvolvem
HTA, e o aumento do risco cardiovascular na pog@agom litiase renal ndo era
totalmente explicado pela presenca de obesidad®d. [Esistem dois argumentos que
sugerem um envolvimento mais abrangente do SNAiaad renal, e, eventualmente,
na sua patogénese: 1) a associacdo da nefrolddesesituacdes de hiperactividade
simpatica, nomeadamente a ansiedade stress psicoldgico prolongado; 2) a

reduzida incidéncia de célculos renais em doeetaptores de transplante renal.

A nefrolitiase associada ao  stress

A associagdo de episoédios sintomaticos de litiaralrcom estados de ansiedade e
situagbes datresspsicologico foi referida em diversos estudos ctisi controlados
[192-194] e constitui um argumento favoravel ao odvimento autondémico na
etiopatogenia da nefrolitiase. Naj@&al. [192] observaram um aumento do risco de
litiase renal apds situagdessiresspsicologico prolongado. Estes autores verificaram
que o risco de formacdo de calculos renais erafis@gfivamente maior quando
existiam acontecimentos prejudiciais ao rendimefatiliar e/ou acontecimentos
traumaticos emocionais, tais como divércios, maeefamiliares ou preocupacdes

com a saude.
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E do conhecimento geral a influénciasteessna actividade simpatica eferente e que
as situacdes que provocatnesse ansiedade induzem um aumento da actividade do
SNS [195], como foi demonstrado no efeito da ‘hmtanca’ em individuos com HTA
ligeira: quando a TA era medida por médicos comnges doentes ndo estavam
familiarizados verificou-se um aumento significatida actividade adrenérgica e
consequente aumento da pressao arterial e da frggu@ardiaca, em comparacao aos
valores basais dos mesmos individuos (obtidos a@stgsesenca do médico), que se
mantiveram elevados durante alguns minutos ap@da sla “bata branca” da sala
[196]. O registo simultdneo da actividade nervosedide na pele confirmou o
aumento da actividade simpatica eferente, que tammfm@ relacionado com a
presenca do meédico na sala, tendo a actividade asoap diminuido quase
instantaneamente apds a sua saida [196].

O aumento da actividade simpatica eferente em qaBseia do stress foi
comprovado em jovens normotensos com antecedearteafes de hipertensdo que
apresentaram respostas vasoconstritoras mais astes testes pressores de funcéo
autondémica (teste do frio, exercicio isométricestd dearitmética mental) e maior
probabilidade de desenvolver HTA em termos prospesc{162].

Os mecanismos fisiopatologicos que relacionam a®gfo prolongada astress
com 0 aumento da actividade litogénica ndo estélaresidos. E do conhecimento
geral que o aumento da concentracdo urinaria desugaum factor importante na
supersaturacao urinaria em sais litogénicos. Sitnal. [197] demonstraram que a
estimulacdo simpatica com catecolaminas interfem® @ producdo enddgena de
acido drico, aumentando a sua producdo e provochimiuricemia em modelo
experimental de rato. Alguns autores observaram aj@xposi¢cao prolongada ao
stressprovocado por estimulos sensoriais repetitivosesiava significativamente a

concentracdo urinaria de acido urico [198].

A reduzida incidéncia de nefrolitiase nos rins tran splantados

Outro argumento importante a favor dum eventuakpdp SNA na etiopatogenia da
nefrolitiase seria a reduzida incidéncia de cakubmais nos doentes receptores de
transplantes renais em comparagdo com a populac@erl.

O transplante renal constitui um modelo paradigroétie desenervacao clinica, no
qual existe exclusdo do controlo directo do SNAfwmacdo renal. Os trabalhos

existentes mostraram que a incidéncia de nefredittamuito reduzida nos receptores
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de transplantes renais [199]. A incidéncia de déiaenal ndo excedeu 1% dos
transplantes numa série de 2085 doentes transgtentasos Hospitais londrinos de
Guy’'s e St Thomas entre 1877 e 2003 [200]. Em 4/ @@eptores de transplante
renal incluidos no USA Renal Data System, obsesmgue a incidéncia anual de
internamentos por nefrolitiase foi muito reduziderca de 0,11% nos homens e de
0,15% nas mulheres [201]. Além disso, nem todosasulos identificados nos
receptores de transplantes renais corresponderiarélcalos formadosie novo
Observou-se que parte dos célculos renais ideadidie nos doentes transplantados
correspondia a calculos formados pelos dadores ee fgtam inadvertidamente
transplantados com os enxertos [202]. Um estudlizaga pelo Departamento de
Urologia da Universidade de Viena demonstrou quéo 4dos calculos renais
identificados em doentes com transplante renaseprovenientes do dador [203].
Um aspecto que caracteriza a nefrolitiase pésplame é a elevada percentagem de
causas secundarias para o seu desenvolvimenta@otais complicacdes infecciosas
recorrentes, obstrucdo [200], alteracbes metalsolicalacionadas com o
hiperparatiroidismo terciario, hipercalcilria e dgfirattria [204]. A frequéncia destas
alteracbes contribuiria para que o tipo de céalcudesntificados no periodo pos-
transplante fosse diferente da populacdo em gafiesentando uma elevada
percentagem de calculos compostos por fosfatold® cécluindo a estruvite [204].
Seria expectavel que a existéncia de novos factmessco para litiase conduzisse a
aumento da incidéncia de nefrolitiase apos o tfans uma vez que as alteracdes
relacionadas com a transplantacéo se adicionamanfiaatores de risco existentes na
populacdo geral. O facto de a incidéncia de cédcrdoais ndo aumentar sugere que a
influéncia dos factores de risco para litiase ra@titificados nos rins nativos diminui
nos enxertos renais.

Os motivos para a diminuicdo da incidéncia de hdhee nos enxertos renais nédo se
encontram ainda esclarecidos. Com excepcédo da elgagho, consequéncia da
propria técnica cirdrgica, ndo se demonstraram squar caracteristicas que
diferenciassem os rins transplantados dos ringasapara justificar a diminuicdo do
risco litogénico. Existirdo motivos para que a dini¢do da actividade nervosa no

rim dificulte a formacé&o de célculos?
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Modulagao autonémica na fungéo renal

Como é do conhecimento geral, o rim € um 6rgao ftapte na homeostase do meio
interno e diversos aspectos da funcao renal s&ootasios directamente pelo SNA. O
controlo autonémico do rim € efectuado fundamergaba pela actividade simpéatica
eferente [205]. Estudos electrofisioldgicos efedtsacom estimulacdo directa do
nervo renal e/ou ou com aumento reflexo da actieddo SNS mostraram que o
controlo simpatico da fungéo renal depende direetdenda frequéncia dos estimulos
do nervo renal. DiBonna [206] descreveu trés nigeisegulacdo simpatica da funcéo
renal: 1) no primeiro nivel observava-se com fregies <0,5 Hz e permitia controlar
a producao de renina pelo aparelho justa-glomerRjav nivel seguinte de activagéo
verificava-se com frequéncias de estimulos préxim@sl Hz e, nesta gama de
frequéncias, além da producéo de renina, aumemtagabsorcao tubular de agua e
solutos; 3) no ultimo nivel de activacdo, com wedoentre 1 e 2,5 Hz, existia
estimulacdo dos receptoresdas células musculares lisas da parede das pirigcipa
artérias intra-renais por accao da noradrenalin@,dgterminava vasoconstri¢cdo renal
[205;207].

A influéncia autonémica no processo da litogéneséepa depender do controlo
simpético da funcdo do tdbulo renal que ocorredm @ estimulagdo nervosa nas
frequéncias ~1 Hz. Com esta gama de frequénciadeito da actividade nervosa
sobre a funcao renal dependeria dos receptossrenérgicos existentes nas células
epiteliais, principalmente dos receptoogs das células do tubo contornado proximal
e dos receptores, das células epiteliais do tubo contornado disgaho ascendente
da ansa de Henle e tubo colector medular. O aunten&sstimulo simpatico no tubo
proximal originaria maior reabsor¢cdo de agua eosgasolutos, incluindo o soédio,
cloro e bicarbonato, fosfato, glicose e acido Uf&8;209].

Alguns autores também observaram que 0 aumento stmuéacdo simpatica
intensificava a reabsor¢cdo de agua, sodio, potéskicarbonato nos segmentos mais
distais do tubo renal mas o tipo de receptoresnadgeos que mediaria a actividade
simpatica nas ceélulas epiteliais deste segmentiiloio ndo se encontra inteiramente
esclarecido [206;210].

Na hiperactividade simpética observa-se uma degocda curva pressao/natriurese
para a direita, 0 que implica que o controlo dareg@o de sbédio e agua seriam
mantidos em valores mais elevados de pressaoadriauni seja, continuaria a existir

retencdo de agua e sodio apesar dos valores resedeb de pressao arterial [211].
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Observou-se que a desenervacao renal diminuidosaredo tubular de agua e solutos
a curto [208] e a longo prazo [212], e que a desegéo retardava o
desenvolvimento de hipertensao [213].

Em resumo, relativamente ao risco para nefrolitiasenos de opinido que,
hipoteticamente o aumento da actividade simpaénalreferente poderia influenciar
0 processo litogénico, por diminuir a diurese e ewntar a reabsorcao tubular de
bicarbonato. O aumento da reabsor¢édo de bicarbaoatabuiria para reduzir o pH
da urina. Tanto a reducéo da diurese como o ptb&adtribuiriam para aumentar a
supersaturacao urinaria em sais de calcio e ero acicb, precisamente os dois tipos

de célculos mais frequentes na populacéo em geral.
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4. Metodologia

Neste capitulo descrevemos o material e métoddigadids na elaboracdo desta
dissertacdo de doutoramento. Por comodidade, dieslieste capitulo em duas
partes. Na primeira descrevemos a metodologiaatifi no estudo clinico e na dltima

a utilizada nas experiéncias em animais. Assim:

4.1 Metodologia do estudo clinico

4.1.1 Doentes e métodos

A actividade eferente do SNA foi estudada em d@eoten litiase renal recorrente,
com o auxilio de cinco testes padronizados base@mlasalise da variabilidade da FC
e da PAS em resposta a varios estimulos autonontisotestes foram efectuados de

forma padronizada e n&o invasiva, em ambiente dddnoal.

Seleccao dos participantes

Estudamos 60 individuos de ambos os sexos, 30 otosmte 30 doentes com
antecedentes documentados de litiase renal idiepaBcorrente recrutados em
consultas da especialidade de Nefrologia. Os writd¢rara estudo foram os seguintes:
i. Antecedentes pessoais de nefrolitiase, manifestamiodois ou mais episodios
sintomaticos caracterizados por colica renal, hérn@atmacroscopica e/ou
emissao de calculos urinarios, associados a id=Ew#o de calculos renais em
pelo menos um dos exames imagioldgicos utilizadesodrafia renal,
radiografia simples do abdémen ou tomografia adatputorizada);
ii. ldade compreendida entre os 18 e os 70 anos, inejus
iii. Funcéo renal preservada, definida pearanceda creatinin& 60 ml/min/1,73
m?, segundo as recomendacBes Mational Kidney Foundation practice
guidelines for chronic kidney disease: evaluatioolassification, and
stratification[214], calculada pela formula de Cockcroft e G§A5]:
_ (40~ Idadex Pesg (x0,85sesexofeminino)

72xS,

Clearance,
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iv. Auséncia de causas provaveis de nefrolitiase sédansomeadamente litiase
infecciosa, nefrocalcinose, acidose tubular remal,esponjoso medular, litiase
associada a sindrome de mé-absorcao intestinabidase, neoplasia e calculos
renais de origem medicamentosa.

v. Participagao voluntaria no estudo.

Os doentes que cumpriram estes critérios foranuithat no estudo sem seleccéo

prévia, independentemente do tipo de calculos fdosiaforma de apresentacdo da
doenca ou factores de risco para litiase urinamter@rmente documentados. N&o

efectuamos seleccdo baseada na presenca ou aud€rritecedentes de HTA. Esta

caracteristica foi registada de forma a permitirmuniterior analise dos resultados

baseada na presenca ou auséncia de vérios facmepgendentes.

O grupo de controlo foi constituido por 30 volui@arsaudaveis de ambos os sexos e

da mesma idade.

Recolha de dados
No dia dos testes autonémicos os doentes comparaedgamanha no Instituto de
Fisiologia da FML. Antes das provas, realizamos emaevista com a duracao de 15
— 30 minutos para explicar em que consistia a salzacdo e para obtencdo do
consentimento informado. Nesta entrevista regissanseseguintes elementos:

i. Dados demogréficos: data de nascimento, idadece sex

ii. Comorbilidades existentes. Inquirimos o0s doentepe@Bcamente sobre
antecedentes de diabetdsllitus, HTA, insuficiéncia cardiaca, doenca hepatica
cronica, alteracoes da funcéo tiroideia e epilepsia

iiil. Pesquisamos sistematicamente a terapéutica em, casuoeadamente a
utiizacdo de medicamentos hipotensores, antidaodisn antidepressivos,
ansioliticos, antiparkinsonicos e diuréticos;

iv. Dados relativos a histéria da doenca renal, indliindade em que ocorreram 0s
primeiros sintomas de litiase, numero e o intervdéo tempo médio entre
episédios sintométicos, métodos utilizados no tnatgo da litiase, eventuais
complicacfes e existéncia de antecedentes fansiltlraefrolitiase.

v. Dados antropométricos: medimos o peso e alturécalémos o IMC utilizando

a férmula:

| _ PeSQKg)

(Kg/m?) — 2
(Altura(m) )
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N&o realizamos colheitas de sangue ou urina neststigacdo. Os parametros
bioquimicos registados corresponderam aos ressltqde constavam nos processos
clinicos e foram fornecidos pelos respectivos medié\ classificacdo dos fenotipos
urinarios baseou-se em pelo menos duas amostsandee e de urina das 24 horas
colhidas em condi¢cdes basais, ap0s um intervalpette menos oito semanas sem
episodios sintomaticos ou intervencdes uroldgicam @uséncia de terapéutica que

alterasse os resultados laboratoriais.

Defini¢Bes utilizadas na identificagéo de factores independentes

No grupo de doentes, a comparacao dos resultadotesies de funcdo autondmica
foi efectuada entre subgrupos de casos baseadgwesanca ou auséncia dos
seguintes factores independentes: 1) hipertens@oagrdefinida de acordo com os
critérios elaborados pelo JNC VII [20]; 2) obesidadefinida de acordo com os
critérios da OMS como IMG 30 Kg/nf [216]; 3) hipercalcitria, definida como
doseamento de célcio urinario > 300 mg/dia em iddies do sexo masculino, > 250
mg/dia em individuos do sexo feminino ou > 4 mgliay/independentemente do
sexo; 4) hiperuricosuria, definida como excrecaoania de acido urico > 800 mg/dia
em individuos do sexo masculino ou > 700 mg/diairhviduos do sexo feminino;
5) antecedentes de complicacbes graves de nefseljti6) realizacdo prévia de
intervengbes ou manipulagdes uroldgicas; 7) aneeted familiares de nefrolitiase
(existéncia de pelo menos um episodio de litiasal m irméos ou em duas geracdes
de antecedentes em 1° grau).

Considerdmos como complicagbes graves da litiasal ra necessidade de
internamento hospitalar, a obstru¢cdo urindria mgdola com necessidade de
intervencdo uroldgica para desobstrucdo, a presdacaomplicacdes infecciosas
graves (pionefrose), a documentacdo de alteragéasitibria da funcdo renal, com
aumento da creatinina sérica duas vezes superig@lanbasal do mesmo doente ou
necessidade temporaria de hemodialise e a necdéssida nefrectomia por
complicacbes resultantes da litiase renal. Coraigles intervencdes urologicas a
realizacdo de intervencdes cirurgicas (convencioe@u endoscopicas) para remogao
de célculos existentes no aparelho urinario, azago de sessdes de LEOC ou a
colocacao de dispositivos ureterais (cateteresstémi3 para desobstrucao urinaria.
Pesquisamos outras alteragcdes urinarias associadamumento do risco de

desenvolvimento de nefrolitiase, como a presendapoxaluria (> 0,50 mmol/dia
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no sexo masculino ou > 0,45 mmol/dia no sexo femopia hipocitrataria (< 1,6
mmol/dia), a hipomagnesiuria (< 60 mg/dia) e o bawolume de urina (< 1200
ml/dia). No entanto, o nimero de casos com estageabes foi insuficiente para a
andlise estatistica pelo que a descricdo da sudbdigdo foi efectuada com o

objectivo de ajudar a caracterizar a populacaalastu
Caracteristicas do grupo de doentes

Caracteristicas gerais

Estudamos 30 doentes com nefrolitiase recorremeéh@inens e 13 mulheres) com
uma media de idades de 45,6 anos (20 — 63) e 3tblmmsaudaveis (13 homens e 17
mulheres) com uma média de idades de 42,0 anesgB81L

A data do estudo todos os doentes tinham célcalwss identificados em pelo menos
um dos exames de imagem (ecografia renal, radiagsihples do abdomen ou

TAC).

Alteracdes metabdlicas e factores de risco pariasié renal

Nos doentes estudados, a funcao renal estava\yadaszom valores ddearanceda
creatinina calculada pela formula de Cockroft elGHLB,2 + 34,8 ml/min.

A litiase célcica representava a forma mais comuws ©asos estudados e foi
diagnosticada em 17 doentes (oxalato de calcio&nados e fosfato de céalcio em 3),
apresentando 5 casos litiase urica. Nao foi pdssieetificar a composicdo quimica
dos calculos em 8 doentes (26,7%).

O estudo metabdlico identificou alteragcdes relamitas com o metabolismo do célcio
e/ou do é&cido urico em 23 dos 30 doentes com iitédis#: no total, 17 individuos
(56,7%) apresentavam hiperuricosuria e 13 (43,3%@s&ntavam hipercalciaria. O
fendtipo ‘hiperuricosuria isolada’ foi identificadam 10 doentes (33,3%) e o fendtipo
‘hipercalcilria isolada’ em 6 (20%). No entantogddentes (23,3%) apresentavam o
fenotipo caracterizado pela presenca simultanehikruricosuria e hipercalcidria.
Diagnosticaram-se ainda as seguintes alteracO@scittatiria em 11 doentes,
hiperoxaluria em 9, hipomagnesiuria em 4 e baixame de urina em 4.
Considerdmos neste estudo como hiperuricémicosogftels (46,7%) que tinham
acido arico sérico > 5,5 mg/dl. A mediana dos redoséricos de acido urico no

grupo de doentes com nefrolitiase era 5,4 mg/db. dl#servamos associacéo entre a
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presenca de hiperuricémia e de hiperuricosuria pple as duas alteracbes

bioquimicas foram consideradas separadamente thseatids testes autonomicos.

Tratamentos efectuados

Dezasseis doentes (53,3%) faziam tratamento m@di@prevencao da nefrolitiase e
nunca se submeteram a intervencdes uroldgicas333%), além do tratamento
preventivo apresentaram antecedentes de inteneng@dgicas e um doente foi

submetido a uma intervencao urologica sem tratamprgventivo. Nove dos 11

doentes submetidos a intervencdes uroldgicas faratados com LEOC. Trés

doentes (10%) foram tratados exclusivamente comnioagib sintomética durante os
episodios de célica renal.

Comorbilidades

De acordo com os critérios definidos pelo JNC Wiéze doentes (43,3%) tinham
critérios para o diagnéstico de HTA: quatro apreseam HTA no estadio 1 e nove
no estadio 2 (com medicac&o hipotensora). A datastiedo autonémico, todos os
doentes apresentavam pressao arterial controlada.

Existiam trés doentes com diabebdsllitus tipo 2 sem insulinoterapia. Oito doentes
(26,7%) tinham excesso de peso (25 < IMB0 Kg/nf) e 12 (40%) apresentavam
obesidade (IMC > 30 Kg/fh Nenhum doente apresentava antecedentes desigilep
alterag6es da funcdo tiroideia, doenca hepatigsica®@u insuficiéncia cardiaca.
Nenhum doente apresentava alteracdes prévias ctooekrdiograma.

Historia medicamentosa

Sempre que possivel, e com o acordo dos médicistesdss, toda a medicagcédo
passivel de ser interrompida sem risco foi susppakamenos uma semana antes da
realizacéo das provas autonémicas para permitiminacdo do seu efeito. A data da
realizacdo dos testes nenhum doente tomgldoqueantes, antiparkinsonicos,
antidepressivos ou terapéutica de hiper ou hipdismo. No entanto, alguns doentes
hipertensos mantiveram alguns hipotensores porraega clinica. Os doentes
medicados cronicamente com ansioliticos mantivermanterapéutica para nao
introduzir factores destressadicionais. A medicacdo cronica e os medicamentos

permitidos na semana que precedeu o estudo autcm@stfio descritos no Quadro |.
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Quadro | — Medicagao crénica e medicamentos mantidos na sequenantecedeu o estudo autondémico

Grupo farmacolégico

Medicamentos crénicos

Doentes Mantidos @

(n) (n)
Alcalinizantes urinarios
Citrato de potassio 7 7
Bicarbonato de saddio 1 1
Inibidores da xantina-oxidase
Alopurinol 7 7
Antidiabéticos orais
Metformina 2 2
Anti-hipertensores
« |IECA’s Enalapril, Coversil, Ramipril 3 1
« Inibidores angiotensina Il Valsaltran, Losartan 5 3
+ Bblogueantes Atenolol, Bisoprolol, Carvedilol, 5 0
Metoprolol, Acebutolol
+ Diuréticos Tiazidas” 9 0
Furosemida 1 0
Hipolipemiantes
Estatinas Simvastatina, Pravastatina 7 6
* Fibratos Gemfibrozil 1 1
Ouros
e Benzodiazepinas Diazepam, Bromazepam, Alprazolam 3 0
» Sais de Magnésio Vérias associagdes 6 3
*  Anti-histaminicos Cetirizina 1 1
» Inibidores bomba protdes Omeprazol 2 2

a) Doentes que continuaram a medicacéo nos 7 deaprecederam a avaliagdo autondmica por decis@ica;lb)

prescritos em alguns doentes normotensos paranata da nefrolitiase.
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Sete doentes (23% dos casos) apresentaram condglicea litiase renal: cinco com
episodios prolongados de obstrucdo urinaria e cmis insuficiéncia renal aguda e
necessidade temporaria de hemodiadlise. Nestes das®s documentou-se a
recuperacdo completa da insuficiéncia renal apidoatla obstrucdo. Outros dois

doentes foram submetidos a nefrectomia unilatenatpmplicacdes da nefrolitiase.

4.1.2 Protocolo experimental

O estudo da funcéo autonémica foi realizado norktbdo do Instituto de Fisiologia
da FML, em ambiente calmo, com temperatura e huieid¢gantroladas. Efectuamos
0s testes no periodo da manh&, apos o pequenoeal®olicitdimos aos doentes que
na véspera evitassem o consumo de tabaco, cafétieasa e que no dia do exame
tomassem um pequeno-almoco ligeiro sem toma de café

Na adaptacdo as condicbes ambientais, ap0s a catocs eléctrodos e antes do
inicio dos testes, os doentes cumpriram um perémoepouso de 15 minutos em
decubito dorsal. Os exames foram efectuados potéaemico treinado para a sua
realizac@o e na presenca de um médico.

Utilizamos um sistema Task Force® Monitor (CNSysteMedizintechnik AG,
Austria) para efectuar os registos continuos dctreleardiograma (ECG) e da presséo
arterial (PA) de forma n&o invasiva, utilizando wistema de medicdo digital
(Finapreg colocado nos dedos da mao esquerda, a qual felidaanuma posicao
fixa ao nivel do coracdo com o auxilio de uma kiaga adequada. Os valores da PA
continua foram calibrados colocando a bracadeina @kfigmomandmetro ao nivel da
artéria braquial direita. As calibragbes da PA forafectuadas imediatamente antes
do inicio dos testes, a intervalos de tempo regsldurante a realizacdo dos mesmos
e quando o técnico considerava necessario. Ostadssl destas medi¢cdes foram
automaticamente utilizados pelo sistema para eaéw da PA continua.

A aquisi¢cao de dados foi efectuada a 1 KHz, utiiitao software fornecido com o
Task Force® Monitor.

Provas incluidas no protocolo

Foram incluidos no protocolo de investigacdo asuiségs provas: ortostatismo
passivo, prova da respiragdo profunda compassaaaobra de Valsalva, prova de
handgripe prova de aritmética mental. Assim:
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Prova de ortostatismo passivo (head-up tilt te&fjilizamos este teste para avaliar a
actividade do SNA em resposta aos estimulos baptaees. Preferimos o teste de
tilt em relacdo ao teste de ortostatismo activo porgeanvmenor desconforto e
apresentar maior seguranca para os doentes edolinBmrmacdes semelhantes sobre
o estado do SNA [217].

A prova de ortostatismo passivo incluiu um periddaegisto com cinco minutos de
duracdo efectuado em decubito dorsal (Basal). Apsi® periodo, inclinAmos
gradualmente a mesa dit até 70° e mantivemos nesta posi¢cdo durante cinco
minutos. Consideramos 60 segundos iniciais parptaci@o ao ortostatismo (TUa) e 4
minutos de manutencao ditt (TU). ApOs este periodo, reposicionamos a megdt de
na posicdo horizontal. As manobras de elevacédo )(BUde descida (TUd) foram
efectuadas a velocidade constante controlada posist@ema eléctricoHlectric tilt
table model 900-00, CNSystems Medizintechnik AG, Austria) e atam 15
segundos. Assinalamos cada uma das fases da peowatastatismo passivo no
registo informético para posterior identificacangélise.

Prova de respiracdo profunda compassadavaliamos a influéncia da actividade
vagal no controlo da frequéncia cardiaca com oliaudia prova de respiracao
profunda compassada. Imediatamente antes de ingiarespiracdo profunda,
efectuamos um novo registo basal com um minutowlacdo, em posicdo sentada
(Basal). Em seguida, instruimos os individuos paspirar profundamente, a uma
cadéncia aproximada de seis ciclos por minuto (s&undos por cada ciclo
respiratorio), com a velocidade de inspiracao erag@o comandadas por orientacdes
verbais do técnico que acompanhava a prova. A dartgtal desta fase foi de um
minuto.

Manobra de Valsalva:A manobra de Valsalva consiste num esforco expiato
mantido com a glote fechada, o que desencadeias@maéncia caracteristica de
alteracdes na FC e na PA [218]. Na realizacéo gesta, instruimos os participantes
para efectuar uma inspiracdo seguida de uma e#ipifagcada com 15 segundos de
duracdo contra uma resisténcia constante. A rasiatéoi mantida pedindo aos
participantes para soprarem para um bocal coneadadm esfigmomandmetro de
mercurio, de forma a manter uma pressdo expiratonatante de ~40 mmHg. Para
que a manutencao da expiragdo fosse constantdrudorss no bucal uma pequena

fuga de ar.
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Consideramos trés periodos distintos de registo:repisto basal, efectuado
imediatamente antes da manobra de Valsalva e cdoregdo de 60 segundos; 2)
Valsalva, correspondente aos 15 segundos em edpjra periodo pos-Valsalva, os
trinta segundos seguintes ao final do esfor¢co atqgio.

Prova de preensdo manual (handgripAvaliamos com esta prova a actividade
autonOmica eferente resultante da integracdo d¢ewtos estimulos aferentes
musculares e que resultam em aumentos da FC e darBAte o exercicio isométrico
[217].

Instruimos os participantes para manterem um esforgstante de preensao manual
durante um periodo de 5 minutos. Este consistia apertar a manga de um
esfigmomanometro (com a valvula da péra de borréedteada) de forma a manter a
coluna de mercurio num valor aproximadamente catestgue correspondia a 1/3 do
valor observado em cada individuo quando pedidpesta da manga com a forca
maxima, antes do inicio do teste.

Considerdmos nesta prova dois periodos de redistegisto basal, com a duracao de
dois minutos, efectuado imediatamente antes ddoirda manobra de preensédo
manual; 2) periodo deandgripcom a duracéo total de cinco minutos, correspdeden
a todo o periodo de esforgo isométrico.

Prova de aritmética mentaltilizamos a prova de aritmética mental para avas
modificacbes da actividade autonémica em respostastaess mental, que
normalmente resultam no aumento da FC [219;220].

Neste estudo, desencadeamostressmental com o pedido de realizacdo de uma
sucessdo rapida de operacdes aritméticas, questiamsina subtraccdo mental do
valor 7 a uma série de valores mencionados petict&écque acompanhava a prova. O
periodo destressmental durou, no total, um minuto. Avaliamos do&ipdos de
registo: 1) registo basal, correspondente aosmdoistos que precediam o inicio da
realizacdo das contas; 2) um registo corresponde®é0 segundos da duracao dos

célculos mentais.

4.1.3 Metodologia de andlise dos resultados

Apoés visualizacdo das curvas da FC (tacograma)RAdaara identificacdo dos varios

periodos de cada teste e de eventuais artefaetiesci®namos os periodos para a
recolha de dados. Os parametros estudados foradosllirectamente das fichas de

texto (fichas TXT) produzidos pelo software do Tremice® Monitor.
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A analise dos resultados dos testes autonomicafdoiuada no dominio do tempo e

no dominio do tempo-frequéncia. Assim:

Analises no dominio do tempo

Em cada teste, na analise no dominio do tempoaawasd as variacdes da FC e da PA
em relacdo ao respectivo periodo basal. O congogatestes foi avaliado de acordo
com uma adaptacdo do protocolo de Ewing. Paraoefal atribuicdo de uma
pontuacg&o no protocolo de Ewing, cada prova fasifeada como normal, duvidosa
(borderline)ou anormal, com atribuicdo da pontuacéo de 0, 4, oespectivamente, o
gue no conjunto da totalidade dos testes varigp@tuacéo de cada individuo entre 0
e 10.

Para cada teste, calculamos os seguintes parametros

i. Na prova deilt, a diferenca entre os valores médios da FC, PR3 em
decubito e valores maximos durante o periodo deswtismo passivo,
excluindo os 15 segundos de subida;

ii. Na prova da respiracdo profunda compassada, awmgarentre a frequéncia
cardiaca maxima durante a inspiracao (I) e a frecja&ardiaca minima durante
a expiracdo (E). Consideramos a média de seissaiekpiratorios (R6);

iii. Na manobra de Valsalva, calculamos a razdo enf€ anaxima, observada
durante o periodo de Valsalva, e a FC minima obsarwos 30 segundos do
periodo pds-Valsalva (racio de Valsalva - VR);

iv. Na manobra déandgrip calculamos a diferenca média entre a PAD registada
durante o registo basal e a PAD maxima durantereobma dehandgripg

v. Na prova de aritmética mental observdmos as difaseantre as médias da FC e
PA sistolica (PAS) registadas durante o regist@lbaos valores maximos da
FC e da PAS medidos durantsteessmental.

Efectuamos adaptacdes ao protocolo de Ewing deafamdentificar alteracbes
sugestivas de aumento da actividade simpaticaddevieste protocolo original estar
orientado preferencialmente para a identificacdondmifestacdes de hipofuncéo
simpatica e/ou parassimpatica [221].

No teste ddilt, definimos como taquicardia postural um aumenté@a 25 bpm em
relacdo ao valor em decubito ou um valor da FC @ 42m durante o ortostatismo
(com o pressuposto de que a FC em decubito eraO<bffh). Definimos como

hipertensédo ortostatica um aumento da PA80 mmHg em comparagcdo com 0O
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registo basal, ou um aumento da PA diastélica (PARY mmHg, desde que a PAD
em decubito fosse < 90 mmHg e aumentasse paraes080 mmHg durante o
ortostatismo.

Os limites normais do R6 e do VR foram os referidaditeratura, ajustados ao grupo
etario [222].

Na auséncia de critérios de consenso na avaliag8orespostas nas provas de
handgrip e de aritmética mental, utilizdmos os valores deréacia publicados na
literatura internacional, ajustados para a ida@2]j2aos quais adicionamos um valor

de 10% do valor maximo para acomodar possiveisetié@as populacionais.

Andlises no dominio do tempo-frequéncia

A variabilidade da FC e da PAS foi analisada no iammdo tempo-frequéncia
utilizando a transformada discreta wavelets Adicionalmente, os resultados foram
analisados com o auxilio da transformada de HHHedng. Os algoritmos
informaticos utilizados nas analises no dominio ®mnpo-frequéncia foram
escolhidos devido as alteracbes hemodindmicas padas pelas manobras de
estimulacdo autonomica serem transitorias e pewargoor periodos de tempo
relativamente curtos, retornando habitualmentalzalide base cerca de dois minutos
apos o final de cada prova [223]. Esse facto n@mitia a utilizacdo de métodos de
andlise espectral baseados na analise autoregressina transformacéo rapida de
Fourier, que pressupdem registos estacionarioslaiveemente prolongados (> 5
minutos) [224].

A transformada discreta deavelets¢ um método de analise baseado num algoritmo
matematico que permite a andlise de registos cemaapalguns segundos de duracao
(minimo 10 — 15 segundos), considerado Util nodestle variagGes transitérias do
intervalo RR [225-227] e da PAS [228]. Este métémlaecentemente utilizado para
estudar a variabilidade autonémica num grupo deithgdos saudaveis no laboratério
onde este estudo autondémico decorreu, e os ressltéoram validados na
identificacdo das alteracdes relativamente rapidas actividade simpatica e
parassimpatica em varias provas autonoémicas [229].

Neste estudo, utilizadmos também a transformada ittertdHuang (baseada num
algoritmo ligeiramente diferente e mais recentea @amalisar os resultados das provas

com tempos de registol minuto.
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Definimos os componentes da variabilidade do imstier\RR em trés gamas de
frequéncias: muito baixa frequéncia (VL£0,04 Hz), baixa frequéncia (LF: 0,04 —
0,15 Hz) e alta frequéncia (HF: 0,15 — 0,4 Hz). dderdo com as recomendac¢des
emitidas pelaTask Force of The European Society of Cardiologg dhe North
American Society of Pacing and Electrophysiolf#4], a interpretacéo fisiologica e
clinica do componente de muito baixa frequénciaesia definida e por isso néo foi
analisado. As variacdes das LF do intervalo RRg{LE das HF do intervalo RR
(HFgg) foram utilizadas para avaliar a modulacao simpaigagal, respectivamente,
sobre o0 nédulo sino-auricular. Utilizamos a relagétre os componentes de baixa e
de alta frequéncia do intervalo RR (LF/HF) paraliava equilibrio instantaneo entre
a actividade simpética e parassimpatica [230].

Como indicador da actividade simpdtica, utilizamoscomponente de baixa
frequéncia da variabilidade da PAS @aF. Nao analisamos o componente de alta
frequéncia da PAS por traduzir principalmente asagées da PA produzidas
mecanicamente pela actividade respiratéria, rageanomeadamente da pressao
intratoracica e nos grandes vasos, 0 que reveladiaacdes pouco relevantes da
actividade autonémica [231].

Em todas as provas, comparamos periodos de igualcatu do registo basal
(efectuado imediatamente antes do respectivo dsfiroom os periodos de estimulo.
Assim:

a) Na prova deilt seleccionamos o ultimo minuto do registo basal £Ba®
primeiro minuto entilt, correspondente ao periodo de adaptacao (TUa)ee ca
minuto do tempo de manutencao eith (TU), que dividimos em quatro
periodos iguais com duracdo de 60 segundos.

b) Na prova de respiracao profunda utilizamos os 0&i®0 segundos do registo
basal e os 60 segundos da respiracao profunda seatza

c) Na prova déhandgripavaliamos o ultimo minuto do registo basal (Basab)
tempo da manobra dendgripque, por comodidade de analise, dividimos em
cinco intervalos de tempo idénticos com duracaé@segundos. Devido ao
facto de alguns doentes néo concluirem os cincatosnprevistos para a
prova dehandgrip por impossibilidade fisica, analisamos no domidm
tempo-frequéncia as provas com duragd®d minutos (30 doentes e 29

controlos).
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d) Na prova de aritmética mental avaliamos o ultimouto do registo basal e os
60 segundos de duracao do céalculo mental.
e) Devido & manobra de Valsalva durar cerca de 15nslegu dividimos os

registos correspondentes ao periodo basal e amdpgrbs-Valsalva de modo
a obter periodos de 15 segundos para as compar@gste modo, dividimos
os ultimos 60 segundos anteriores a manobra delValem quatro periodos
de igual duracdo com 15 segundos e seleccionampsriodo em que a
poténcia das LF foi mais elevada para represenpariodo basal (Basal). De
igual modo, dividimos os 30 segundos do periodo-\fadsalva em dois
intervalos de tempo iguais com 15 segundos de @aracseleccionamos o
periodo em que a poténcia das LF foi mais elevada igpresentar o periodo
pds-Valsalva. Utilizamos como periodo corresporel@manobra de Valsalva
0s 15 segundos desde o inicio da manobra atéaal&rfase lll.

Com excepcdo da manobra de Valsalva, em que nduoossa transformada de

Hilbert-Huang, utilizamos os mesmos intervalos e@mdo nas analises efectuadas

com a transformada discretawlavelets a transformada de Hilbert-Huang.

As analises devaveletse de Hilbert-Huang foram realizadas com o auxileo d

software FisioSinal, versao 0.99, programa inforcoatiesenvolvido especificamente

para a analise da actividade do SNA no Institutd-idelogia da FML, a correr no

ambiente Matlab® (The MathWorks, Inc., Boston, MA).

Estudo da sensibilidade dos baroreceptores

No estudo da sensibilidade dos receptoBasdReflex SensitivityBRS) utilizamos o
método sequencial descrito por Parati [232] queaseia na identificagdo de ‘rampas’
de pressdo arterial sistdlica constituidas por 3 noais batimentos cardiacos
consecutivos em que a pressao arterial aumenternouad de forma consistent2
mmHg/batimento). Simultaneamente, identificam-sampas’ do intervalo RR,
definidas como sequéncias3 batimentos cardiacos em que o intervalo RR alwement
ou diminua de forma consistente 4 ms/batimento). Cada episodio de BRS é
definido como uma sequéncia detectada em rampateo/alo RR que acompanha
uma rampa da PAS. Os episédios de BRS ocorrem strvalo (ag 0), com
intervalo de um batimento cardiacba¢ 1) ou de dois batimentos cardiacos em

relacdo a rampa de PABaQ 2).
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Neste estudo avaliamos duas variaveis obtidasmétodo das sequéncias: o declive
(slope) da BRS e o indice de efectividade dos barorecep{Besoreceptor
Effectiveness Index BEI). Oslopeda BRS indica o declive das linhas de regressao
dos valores do intervalo RR em fungdo da PAS. Nestizdo, osloperepresenta o
valor médio do declive de todos episodios de BS&Rtiticados durante o periodo em
analise e foi calculado pela seguinte formula:

ARR
APAS

BSR= (ms/mmHg)

O BEI corresponde a relagéo entre o numero de dipsde BRS e o numero total de
rampas da PAS identificados durante o periodo saddi, que por definicdo esta
limitado a valores 100%. O BEI foi calculado através da seguinte féanfi233]:

#Epis6dioBRS
#Rampas$?AS

BEI = (%)

Analisdmos os registos de cada individuo em pesicdm 300 segundos de duragéo,
obtidos em decubito dorsal apds um periodo de spdea pelo menos 15 minutos, de
modo a permitir a estabilizacdo hemodinamica, esamde qualquer manobra de
estimulacao autonémica.

Nas analises da sensibilidade dos baroreceptoizamios o modulo BEI do

software FisioSinal.

Analise estatistica

Efectuamos a estatistica descritiva de todas @vess em estudo. Utilizdmos o teste
t de Student para comparagdo de médias entre grufeventes e o teste para
variaveis emparelhadas para comparacdo de médies an apos estimulos
autonomicos. Quando 0s pressupostos para a réaizhas testes paramétricos nao
estavam presentes, utilizamos os testes ndo paieosétle Wilcoxon para duas
medi¢cdes emparelhadas e o teste de Friedman paaenduas medicdes repetidas.
As variaveis categoricas foram expressas como pgépse e analisadas com o teste
de Chi-quadrado. Nas tabelas de 2x2 utilizamossie texacto de Fisher. Usamos o
teste de Pearson para avaliar a correlacdo entéveis continuas ou intervalares.
Efectuamos todos os testes estatisticos com d@dxilprograma SPgY¥erséo 13.0
para Windows (SPSS Inc., USA). Os resultados fagapressos em média + desvio
padrdo, excepto quando os pressupostos de noroeldiadistribuicdo ndo podiam

ser assumidos e os resultados foram expressos dranae percentis 25 e 75.
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Calculamos todos os testes estatisticos com méedasos. Utilizamos os valores de

P correspondentes a duas caudas considerando ciginiis os valores de< 0,05.

Consideracdes éticas

Este estudo foi autorizado pela Comissdo de Eticaatuldade de Medicina de
Lisboa, tendo sido respeitadas as recomendacOesantes nas Declaracdes de
Helsinquia e de Toéquio, referentes a experimentagdmlvendo seres humanos.
Obtivemos o consentimento informado de todos ascgeantes no estudo.
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4.2 Metodologia do estudo em modelos animais

4.2.1 Materiais e métodos

O animal escolhido para este trabalho foi o ratst&lYifi = 63) por o Instituto de
Fisiologia estar preparado para a sua utilizagajd em conta o0 espago no biotério
dos animais, as racfes e 0 material cirdrgico. dassrWistar adultos de ambos os
sexos foram distribuidos aleatoriamente entre wgay de controlo e de nefrolitiase.
No entanto, num conjunto de experiéncias recorreamasos Zucker obesos £ 8).

Os animais foram distribuidos por varios modelgseexnentais. Descreveremos em
primeiro lugar a metodologia comum as varias egpeias e seguidamente o0s
meétodos especificos utilizados em cada modelo.

Todas as experiéncias foram efectuadas de acomoactegislacdo nacional e da
Comunidade Europeia sobre bem-estar e experimensagaal.

A metodologia comum utilizada nas diferentes eXmeias compreende o protocolo
cirdrgico, a inducao de nefrolitiase, a aquisic&odddos, as analises bioquimicas e

histoldgicas. Assim:

Protocolo cirdrgico

Nas 24 horas que precediam as experiéncias, caelow®/ 0os ratos em gaiolas
metabolicas para medir a quantidade de agua ecde rageridos, medir a diurese,
pesar as fezes e recolher amostras de urina der2d. h

No dia da experiéncia, o animal era pesado e aiadtecom pentotal sddico (Abbott
Laboratories) administrado por via intraperitoneaima dose de 60 mg/kg. O
pentobarbital, um barbittrico de curta accao, guemtemente utilizado em anestesia
geral em ratos. Apds administracao intraperitoneatifica-se rapida inducdo de
anestesia geral e inibicdo de reflexos [235]. A administragcdo provoca reducao
inicial da FC e da PAM, mais acentuada nos prinseitdé minutos, seguida de
estabilizacdo dos parametros hemodinamicos [236hbdEa existam outros
anestésicos gerais com menos efeitos sobre o lapacaldiovascular, preferimos
utilizar o pentobarbital por ser o anestésico hahitente utilizado no Instituto de
Fisiologia da FML e que ndo requer a utilizacdo eégsipamentos necessarios aos
anestésicos volateis. Para limitar a interferénita pentobarbital nos registos
hemodinamicos, apos a sua administracdo aguarddueoss valores da FC e PAM

regressassem aos valores basais.
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Apos inducéo da anestesia, colocamos um termémesital e a temperatura corporal
foi mantida estavel entre 36 — 39 © C com o auxiBoum colchdo de aquecimento
(Harvard Apparatus Limited).

O protocolo cirdrgico incluia a tragueostomia eocatbdo de canula endotraqueal para
prevenir possiveis complicacfes respiratorias entaaé necessidade de suporte
ventilatorio. Seguidamente, isolamos cirurgicameatartéria e a veia femorais,
cateterizando cada um dos vasos com catéteres Somm de didmetro. O catéter
venoso foi usado para hidratacdo e administrac@mvemosa de farmacos. A
anestesia foi mantida com uma solucdo de pentaalsatio diluida a 20%,
administrada por via endovenosa conforme as neleelss. O catéter da artéria
femoral foi preenchido com soro fisiolégico hepemaao (2,5 U/ml) e introduzido a
contra-corrente para medig&o invasiva da PA.

Colocamos eléctrodos para registo continuo do relmdiograma (ECG) nas
extremidades dos membros dos animais.

Apds a conclusdo dos registos fisioldgicos, efenhsauma laparotomia mediana e
isolamos os rins. Identificdmos e laqueamos os svasoais, para nefrectomia
bilateral. Seguidamente, colhemos amostras de eapgta analises bioquimicas
utilizando o catéter colocado na artéria femoralfama a ndo ser necessario aplicar
uma grande for¢ca de aspiragdo, que poderia condutiemodlise. No final das
experiéncias, os animais foram sacrificados com dose letal de pentotal sddico

administrada por via endovenosa.

Inducao de nefrolitiase

No grupo de nefrolitiase induzimos a formacdo dEutds renais através de
tratamento com etileno glicol (Sigma-Aldrich) poiaworal, diluido na agua para
bebida numa concentracdo de 0,75%, e 50 ng detrical¢Abbott Laboratories)
diluidos em 0,5 ml de soro fisiologico a 0,9%, adistrado por via intraperitoneal
trés vezes por semana [234]. Os ratos do grupomteoto beberam agua da torneira
sem suplementos e foram tratados com injeccOesemnznais de 0,5 ml de soro
fisiologico.

O tratamento foi efectuado durante duas a quatnoas@as em ambos 0S grupos.
Devido a que um grande numero de ratos tratados aaaitriol e etileno glicol
desenvolveram insuficiéncia renal grave (0 quelt@swa morte de alguns animais

durante o tratamento), aumentamos este grupo ctom tatados com calcitriol e
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etileno glicol durante duas semanas. Durante @gerde tratamento, os ratos ficaram
em gaiolas colectivas (maximo sete animais porlgaimum ambiente controlado,
com temperatura (21 £ 1°C) e humidade (30 — 50%3temtes. Respeitou-se um ciclo
de luz de 12 horas de dia e 12 horas de noite.

Aquisicéo de dados

O registo continuo da PA e da actividade do EC@nfoanalisados em canais
separados, utilizando um registador PowerLab/43PIrn(&ruments, USA) ligado a
um computador pessoal a correr o software LabGraddo 6.0 para Windows ®
(ADInstruments). Os eléctrodos do ECG foram comgaa um amplificador A/C
(AM Systems 1700) e este ao registador PowerLal?AAfoi medida por um
transdutor de pressao (Statham Instruments In@rtéiRico) alimentado por uma
unidade alimentadora de transdutores (Quad Bridgp,ADInstruments) e ligada ao
registador PowerLab. A presséao arterial média (PAdi¢alculada como 2/3 do valor
da PAD e um tergo da PAS.

A aquisi¢ao do sinal foi efectuada a 1 kHz.

Apés um periodo de repouso inicial com a duracabSdminutos, para estabilizacao
dos parametros hemodinamicos, efectuamos registesisoda PA e do ECG com
duracdo de 180 segundos. Posteriormente, com eadragdo endovenosa de
fenilefrina, estudamos a sensibilidade dos bamxefi. A fenilefrina é um agonista
selectivo dos receptores adrenérgicos alfa 1 quepequenas doses é quase
desprovida de efeitos beta adrenérgicos [238]. Qmuaadministrada por via
intravenosa provoca vasoconstricdo periférica eeatonquase imediato da pressao
arterial, que se pode manter durante alguns minwosipertensdo estimula a
actividade vagal e consequente reducdo da FC eélltocardiaco [239]. No rato, o
aumento da PA apd0s administracao intravenosa deffera é habitualmente de curta

duracdo, com regresso aos valores basais em polico®s.

Analises bioquimicas

Com excepcao do modelo em que estudamos os efdtodesenervacdo renal

unilateral, colhnemos amostras de sangue e urind4lberas de todos os animais para
avaliagdo da funcdo renal e identificar a presefealteracbes urinarias induzidas
pelo tratamento. As amostras de sangue foram edhichediatamente apds a

nefrectomia e centrifugadas a 4000 rpm durante ib@tos. Os 2,5 ml superiores do
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sobrenadante foram utilizados para analise. Segquidie, as amostras de sangue e de
urina foram congeladas a -80°C e guardadas até seralisadas.

O pH da urina foi determinado imediatamente ap@®reclusdo do periodo de 24
horas nas gaiolas metabdlicas utilizando um elédotrespecifico. As amostras de
sangue foram analisadas para medir a concentrag&wedtinina, calcio, fosforo
inorganico, acido urico sadio, potassio e cloro.afwstras de urina foram analisadas
para medir a densidade urinaria, a concentrac&oed¢inina, calcio, oxalato, fosfato,
acido urico e catecolaminas totais e fraccionadds. valores urinarios foram
expressos pela excrecdo das 24 horas. A clearanceedtinina foi calculada pela

_ U, ]xVolume

formula: Creepance = P Tx1440 "
Cr

Todas as analises bioquimicas foram efectuadadahoratorio comercial certificado

(Laboratorio do Dr. Joaquim Chaves), utilizandaiéas estandardizadas.

Analises histologicas

A presenca de célculos foi confirmada por analiseldgica dos rins colhidda vivo
apos a conclusao das experiéncias.

Os rins foram fixados numa solucdo de formalina%41@e formaldeido e agua)
imediatamente apds a nefrectomia permanecendo seksaio por um periodo nao
inferior a 24 horas. Seguidamente, as amostragferaviadas para o Departamento
de Histologia e Embriologia da Faculdade de Cién®adicas da Universidade Nova
de Lisboa.

Apos a fixacao, o tecido foi lavado em agua cogehirante meia hora e desidratado
de forma progressiva, em séries crescentes deisl¢alcool a 80%:2x e alcool
absoluto: 3x; 1 a 2 horas em cada um). Em segaitigido foi diafanizado em xilol
até se tornar claro, de modo a que o xilol ocupts$®s 0s espacos anteriormente
ocupados pela agua (para permitir a penetracdouadaqda parafina em todo o
tecido), colocado em parafina a 56°C durante 1, leraestufa, e passado para nova
parafina a mesma temperatura ao fim desse tempo.

Imediatamente antes de serem cortados, os blocogldsdo foram colocados sobre
gelo para endurecerem e foram efectuados cortes rommdtomos de 5 um de
espessura.

Para o estudo histolégico foram efectuadas assegutoloracdes:
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) Coloracéo pela hematoxilina-eosina, para observgeéa do tecido e
do estado de conservacao das células e seus argjanel

i) Coloracédo de PAS, para observacdo das membranalares! dos
glomérulos, tubulos, vasos e depdésitos de fibrina;

i) Coloracéao pelo tricromico de Masson para estudibdase intersticial
e glomerular;

Iv) Coloracdo de Gomori, para identificacdo de dep®ditaidulares de
uratos (os cortes foram tratados com solucdo aquiesaécido
cloridrico a 0,5% durante 2 min antes de seremdosrgela prata-
metanamina, de forma a remover os depdsitos deoc@lara evitar
falsa reaccao positiva);

V) Verohef e von Kossa, para identificacdo dos dep®sié calcio.
Pesquisamos em todos os rins a presenca de caifalosristais intratubulares e/ou
parenquimatosos. Adicionalmente, identificamos awaEa alteracdes histoldgicas dos
tubulos renais, intersticio, glomérulos e vasos. @pectos histoldégicos foram
comparados com os observados no grupo de controlo.

No modelo de desenervacdo, o numero de calcifisaglidstentes nos rins
desnervados foi comparado com o numero observadorine de controlo (rim
contralateral) utilizando uracore semi-quantitativo (0O a 4+), conforme previamente
descrito [237].

O estudo histologico foi efectuado no Departameigtdistologia e Embriologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Meuasboa, (Director: Professor
Doutor Miguel Correia). As analises histologicasafo efectuadas por um co-
investigador com experiéncia em histologia renal, qual ndo era fornecida

informacé&o do grupo a que pertenciam os rins.

Métodos especificos para cada modelo esperimental

Cada um dos modelos que a seguir descrevemos geatessponder as questdes que
nos surgiram durante a investigacdo, nomeadamentebesidade, actividade

autondmica eferente e a actividade do nervo ré&ssim:

Estudo da nefrolitiase em ratos Zucker obesos

Nestas experiéncias utilizamos ratos Zucker obé€bmrles River Laboratories,

strain code # 185) para estudar os efeitos daddmbsina formacédo de calculos renais.
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Nestes ratos ndo foram administrados medicamerdos ipduzir a formacédo de
calculos renais.

Os ratos do sexo feminina € 8) foram adquiridos com quatro semanas de vida e
permaneceram no biotério do Instituto de Fisiologm FML até a data das
experiéncias, submetidos as mesmas condicOes aaibiglns restantes modelos,
alimentando-se com uma racéo tipica para ratosneacesso liberal a agua. Quando
realizamos as experiéncias, a idade dos ratosaestampreendida entre as 19 e 27

semanas de vida.

Estudo da actividade autondmica eferente no moddto nefrolitiase induzida em

ratos por calcitriol e etileno glicol

Estudamos neste modelo 34 ratos adultos, 20 perigscao grupo com nefrolitiase e
14 controlos. Quando as experiéncias foram rea&aad idades média dos animais
era de 21,9 £ 1,1 semanas.

Analisdmos os registos efectuados em condi¢desshaaa estudar a actividade do
sistema nervoso autdbnomo, com auxilio dos métodoandlise da variabilidade da
FC e da PA, e os registos efectuados antes e apdmistracdo endovenosa de
fenilefrina para o estudo dos baroreflexos. Assim:

A variabilidade da FC foi avaliada pela variabiidado intervalo RR, medida
directamente no ECG de alta definicdo. As analesgsectrais da variabilidade do
intervalo RR e da PA foram efectuadas através alesfiormacéo rapida de Fourier.
ClassificAmos as frequéncias espectrais como d&rbaixa frequéncia (VLF: 0 a
0,15 Hz), baixa frequéncia (LF: 0,15 a 0,60 Hz)}ta frequéncia (HF: 0,60 a 2,0 Hz).
Consideramos neste estudo as analises das pot@asiagamas LF e HF por serem
aquelas cujo significado fisiolégico se encontrasnesaclarecido.

Para a analise do sinal utilizamos o software Bisial verdo 0.99, desenvolvido para
o estudo do SNA pelo Instituto de Medicina Molecula Faculdade de Medicina de
Lisboa e pelo Instituto Superior Técnico para o iemie Matlab (MathWorks, Inc.).

O ganho do baroreflexo foi calculado pela relacéweea variagao/) da FC e a
variacdo da PAM em resposta a administracdo endsasn de fenilefrina.
Realizamos trés injeccbes sucessivas de 0,2 memiteffina (25ug/ml) em cada
animal. Cada injeccéo foi administrada na formaimebolus seguida por 0,2 ml de
soro fisioldgico para lavagem do lumen do catéterforma a obter um pico de PA

rapido e unico. Cada administracéao de fenilefrinéos efectuada apds os parametros
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hemodinamicos terem regressado aos valores bagarssedo efectuado um novo
registo basal com 30 segundos de duracéao.

Calculdmos o ganho do baroreflexo com o auxilibdaula seguinte:

FCeasa—FC,,, _ AFC

(ms/mmHg
PAMgasa — PAM APAM

BarOGanho =

Max
Nesta formula, a variacdo da FC foi calculada cantiferenca entre a FC minima
apos a injeccao de fenilefrina e a média da FCndeiras 30 segundos do periodo
basal que precedeu a respectiva injec¢do de femiefCalculamos o delta da PAM
pela diferenca entre o valor maximo da PAM apdagecc¢édo de fenilefrina e a média
da PAM durante o respectivo periodo basal. Par#oefle andlise estatistica,

utilizdmos a média do ganho das administracoesusigas em cada rato.

Estudo da actividade do nervo renal no modelo expental de nefrolitiase de rato

Nestas experiéncias utilizamos 16 ratos Wistartasutom 21 semanas de vida
distribuidos por um grupo de controlo% 7) e com nefrolitiasen(= 9). O tratamento
foi efectuado durante duas semanas em ambos ossgrapnforme o grupo de
destino dos animais.

Inicialmente, foram realizados os procedimentosirgicos descritos no protocolo
cirdrgico. Para a realizacdo do estudo da actiedda nervo renal, efectuamos uma
incisdo lombar expondo o rim esquerdo. Isolamogeteu ipsilateral e o pediculo
renal e, com o auxilio de um microscopio operatGgolamos cuidadosamente um
ramo do nervo renal.

A porcao distal do nervo foi colocada num eléctrbgmlar de prata fino ligado a um
pré-amplificador (Neurolog System NL-100, DigitimeilEngland). Apos se
estabelecerem as condi¢des para obter o melhastoegossivel da actividade do
nervo renal, o nervo e o eléctrodo foram cobertys parafina liquida para evitar a
desidratacdo nervosa. A ANR foi amplificada 10.0@Okltrada por dois filtros de
banda, um para frequéncias <100 Hz (baixas fregaéaoutro para frequéncias > 20
kHz (altas frequéncias). O sinal foi tornado auldpa um amplificador e registado
para analise posterior utilizando o sistema de sigfio de dados da PowerlLab
(ADInstruments).

A ANR foi corrigida por subtrac¢cdo do ruido de fandlefinido pelo nimero de

desvios padrdes acima e abaixo da média. Quantifiséa actividade nervosa pelo
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namero medio de impulsos/segundo registados dutantperiodo de dois minutos
consecutivos.

Efectuamos um registo basal da ANR 15 minutos apsiclusdo das manobras para
colocacdo do eléctrodo no nervo renal e optimizai@@ualidade do registo, para
reduzir a possibilidade de alteracdes relacionadasa manipulacao.

Apo6s concluséo do registo basal, o ureter ipsdafer clampado com o auxilio dum
clamp cirdrgico. A obstrugdo do ureter foi mantdiaante 20 minutos de forma a
permitir que os seus efeitos fossem transmitidosrnagpsilateral. Nesta ocasiao, foi
efectuado um novo registo da ANR com duracéo idéritido registo basal.

No final das experiéncias os rins foram colhidosapgxame histolégico, de forma a
documentar a formacao de calculos renais nos tettaxlos com calcitriol e etileno
glicol, e foram enviadas amostras de sangue e pana analises bioquimicas. Sé
consideramos para analise os registos da actividadesa dos ratos com funcéo

renal preservada.

Estudo da desenervacao renal unilateral

Para estudar os efeitos da actividade do nervd efeatudmos modificacdes do
protocolo cirdrgico de forma a desenervar um das, rfinantendo a enervacao do rim

contralateral. Assim:

a) Modelo da desenervacao renal unilateral

Neste conjunto de experiéncias, o protocolo cinardoi adaptado de forma a incluir

um procedimento cirdrgico adicional para desendéwalp rim esquerdo. Apos esta
cirurgia 0os animais eram recuperados e iniciavammatamento para inducdo de

calculos renais com a medicacado descrita anteridand cirurgia de desenervacao
foi efectuada em dez ratos adultos do sexo mascebm 20 semanas de idade e
~410 g de peso. Neste modelo, todos os animaisficératamento para inducao de
littase renal durante quatro semanas, considers@do+im direito (com enervacgao

intacta) como controlo.

Apo6s 4 semanas de tratamento, os ratos foram sidamet nefrectomia, de forma a

obter os rins para andlise histolégica. No diaefeestomia cada animal foi pesado e
anestesiado com pentotal de sddio (Laboratérioo#pba dose de 60 mg/Kg por via

intraperitoneal. Efectuamos uma laparotomia medianambos os rins foram
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cuidadosamente expostos. Apoés isolamento e laguedoad pediculo vascular,

efectuamos nefrectomia bilateral, tendo o cuidagewitar lesdes dos 6rgaos.

a) Técnica de desenervacéo

Os ratos foram anestesiados com uma solucdo detglede sodio (Laboratérios
Abbott), administrada por via intraperitoneal naelde 60 mg/Kg.

Sob assepsia rigorosa, efectuamos uma incisdo amalomediana. O rim esquerdo
foi exposto e isoldmos o respectivo pediculo vascuCom o auxilio dum
microscopio cirdrgico, separamos cuidadosamenttédaae a veia renal da bainha de
tecido conjuntivo que 0s envolve e seccionamosstamo ramos Vvisiveis do nervo
renal. Em seguida, 0os vasos renais foram pincelddate dois minutos com uma
solucéo de fenol a 10% em etanol absoluto paraullesventuais ramos nervosos nao
visiveis [240]. Os o6rgaos adjacentes foram cuidatesite tapados com compressas
para evitar que fossem afectados pelo fenol.

A cavidade abdominal foi encerrada por planos. rAaios a camada muscular com
fio reabsorvivel de &cido poliglicélico (Safil 3/B;Braun, Melsungen AG) e a pele
com seda néo reabsorvivel (Silkam 1/0, B-Braun shiejen AG).

Apos as cirurgia, colocamos os ratos em gaiolasitis para recobro da anestesia
e mantivemo-los em gaiolas individuais durante xipradamente uma semana, até
total cicatrizacdo da ferida operatoria e remocés plontos das suturas externas.
Posteriormente, os animais foram transferidos paralas colectivas (maximo de 7
animais/gaiola) onde foram mantidos durante pelmaseduas semanas antes de
iniciarem a administracdo dos farmacos necessa&idaducdo experimental de

nefrolitiase.

b) Avaliacdo da eficacia da desenervacao

A confirmagdo da desenervacdo foi realizada poreatognto do conteddo de
noradrenalina no tecido renal. Colhemos amostrasaigo do rim desenervado e do
rim contralateral imediatamente apos a nefrectoAsaamostras foram identificadas
e congeladas em azoto liquido.

Posteriormente, as amostras foram homogeneizadasugotampéo de lise, a uma
temperatura de 4°C, utilizando u@ell Strainerde nylon de 4Qum (BD Falcon,
USA). O tampéo de lise foi constituido por 200 matatloreto de sddio, 0,1% do
detergente celular Triton X-100 (Sigma-Aldrich, U$A,1% do detergente celular
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Nonidet P40 (Roche Diagnostics GmbH) e 50 mMolatagepdo organico Tris para
manter o pH 8. A quantidade de solucéo utilizadaléoaproximadamente 2 ml/g de
tecido. O homogeneizado obtido foi centrifugado4a@0 rpm durante 10 minutos.
Foram recolhidos 2 ml do sobrenadante e consen@dB6°C até serem analisados

por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC).

Analise estatistica

Efectuamos a estatistica descritiva de todas @&ve#s em estudo. Utilizdmos o teste

t de Student para comparacdes de médias de duaserarindependentes ou o teste
nao parameétrico de Mann-Whitney quando a normadiddal distribuicdo ndo podia
ser assumida. Recorremos ao tdéspara dados emparelhados para comparacao de
médias de medidas repetidas, excepto na compatlasd@sultados dos doseamentos
de noradrenalina no tecido renal onde utilizamogdeste de Wilcoxon por a
distribuicdo dos resultados ndo ser normal.

Utilizamos o teste exacto de Fisher para asso@agdee varidveis categoéricas. Para
comparacao doscoresde ambos 0s rins utilizamos o teste ndo pararmétacsinal.

Os valores foram expressos em meédia + erro padtiojediana e percentis 25 — 75
quando os pressupostos da distribuicdo normaloramfassumidos.

Realizamos os testes estatisticos com o auxilisoftwware SPSS versao 13.0 para
Windows (SPSS Inc., USA). Calculdmos todos os sesten as formulas para testes
exactos e utilizamos o valor d®para duas caudas, considerando significativos os
valores deP <0,05.
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5. Resultados

5.1 Resultados do estudo clinico

O estudo autondémico foi realizado em 60 individ@Bisdoentes com nefrolitiase idiopatica

recorrente e 30 controlos saudaveis. Com excepgapedo e do IMC, que eram mais

elevados no grupo de doentes com litiase ren@am@steristicas gerais dos dois grupos néo
foram significativamente diferentes (Quadro II).

Os primeiros sintomas de litiase renal ocorrerampedia, aos 33,5 + 11,3 anos (extremos:
17 a 51 anos). Quando efectudmos o estudo autoadmiempo meédio de duracdo das
gueixas de litiase renal era de 12,1 + 8,3 anos reediana do numero de episodios

sintomaticos 5,0. O intervalo de tempo médio eepesddios foi de 16,8 meses, mas a
distribuicdo deste valor era assimétrica, sendoediana 12,0 (10,0 — 24,0) meses. A
mediana do intervalo de tempo entre o ultimo epis@htomatico de litiase renal e/ou

intervencao urologica e o estudo autonémico falt@ (7,0 — 24,0) meses.

Quadro Il - Resumo das caracteristicas do grupo de doentegrelosn

Controlos Doentes P
(n=30) (n=30)
Idade(anos) 42,0+124 45,6 +12,1 0,263
Sexo(M:F) 13:17 17:13 0,439
Pesa(KQ) 66,5+11,4 78,5+17,0 < 0,005
Altura (m) 1,67+0,8 1,67 £0,9 0,938
IMC (Kg/nf) 23,7+3,3 28,0+5,0 < 0,001

A distribuicdo por género encontra-se expressaatar absoluto e foi analisada com o testgde
As diferencas significativas encontram-se assialadnegrito.

Quinze doentes (50%) apresentaram antecedentdsafasde litiase renal. A idade de inicio
dos sintomas era significativamente menor nestgrapb em relacdo aos doentes sem
historia familiar de nefrolitiase (29,0 + 148.38,0 + 9,7 anos, respectivameries 0,05).
N&o existiam diferencas nas caracteristicas baksisdois subgrupos, nomeadamente na
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idade quando da execucédo do estudo autonémico ©indadores de gravidade da litiase
renal.

Treze dos 30 doentes com nefrolitiase apresentarsertedentes de HTA. Quando da
realizacdo do estudo autondémico, a média de idadeddentes com e sem HTA era
semelhante. De igual modo, ndo existiam diferemgagdade do inicio das manifestacbes
clinicas de nefrolitiase, na duracédo da doencaosunticadores da sua actividade, incluindo
0 numero ou intervalo de tempo livre entre epis®dsintomaticos e/ou existéncia de
complicag@es prévias, entre doentes com e sem HTA.

A creatinina sérica e elearanceda creatinina foram semelhantes nos doentes ceeme

antecedentes de hipertensao (Quadro IlI).

Quadro Il - Comparagéo das caracteristicas dos doentes comlasenenséao arterial

Normotensos Hipertensos P
(n=17) (n=13)

Idade a data do estu¢anos) 43,4+135 48,5 +9,7 0,263
Sexo(M:F) 11:6 6:7 0,460

Duracao da doenganos) 11,1+£8,9 135+£7,5 0,440
Idade de inicio das queixésnos) 32,4+11.8 35,0+11,0 0,536
NUmero de episédios sintomaticds 502-7) 4,0 (3-138) 0,858
Intervalo livre entre episodigmeses) 16,5+ 11,6 17,4+43 0,878
IMC (Kg/n) 278+5,8 28,3+3,8 0,782
Creatinina séricémg/dl) 0,88 £ 0,25 0,95+0,44 0,589
Clearance da creatinirfenl/min) 116,2 £ 35,1 109,4 £ 35,5 0,603
Acido urico séricqmg/dl) 5,26 + 1,55 5,02 + 2,00 0,719

a) Valor expresso em mediana (percentil 25 — #®neparacdo das medianas com o teste de Mann-Whitney

N&o observamos diferenca na média do IMC nos deaue e sem antecedentes de HTA.
Apés estratificacdo do IMC segundo os critériosGMS, ndo verificamos associacdo da
obesidade com a existéncia de antecedentes de @3 Algentes com nefrolitiase (Quadro
V).

Os antecedentes de HTA néo foram associados adipendas alteracdes urinarias, a

existéncia de antecedentes familiares de nefreditia forma de tratamento médico e/ou
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cirargico efectuado (incluindo a realizacdo deatragntos com LEOC) nem a complicacdes

renais relacionadas com a nefrolitiase (Quadro V).

Quadro IV — Resultados dos testes destinados a pesquisar &aésatevarios factores independentes com a HTA

Associacdes pesquisadas Hipertensos Normotensos P

Sim Nao Total Sim Nao Total

Alteracdes urinarias

Hipercalcidria 5 8 13 8 17 0,638
Hiperuricosuria 8 5 13 9 17 0,638
Hiperoxaldria 4 8 (12) 5 12 17 1,000
Hipocitrataria 7 5 (12) 4 12 (16) 0,121
Hipomagnesilria 1 11 (12) 3 12 (15) 0,605
Baixo volume de urina 2 10 (12) 2 14 (16) 1,000
Obesidade 5 8 13 7 10 17 0,880
Interveng6es uroldgicas em geral 7 6 13 4 13 17 132,
LEOC 5 8 13 4 13 17 0,443
ComplicagBes prévias da litiase 3 10 13 4 13 17 ,ooa
Antecedentes familiares de litiase 8 5 13 7 10 17 0,269

Sao apresentados entre paréntesis 0s resultadpsesndio existem dados para classificacdo de teloasos.

5.1.1 Testes de fungdo autonémica

Teste de tilt (ortostatismo passivo)

Analise no dominio do tempo

Durante o registo basal, em clinostatistmo, osrealala FC, PA sistolica e PA diastélica
foram significativamente mais elevados no grupaaentes com litiase renal em relacéo ao
grupo de controlos.

N&o observdmos sintomas de hipotenséo ortostatic@aehum doente durante o periodo em
tilt. O ortostatismo provocou na grande maioria dosqgyaahtes (doentes e/ou controlos)
aumentos significativos da frequéncia cardiaca déopresséao arterial. A variacdo da PAD
foi significativamente maior no grupo de doentesditiase renal do que no grupo de
controlos [mediana: 22,4 (15,1 — 28y®). 17,0 (11,9 — 21,4) mmHg, respectivameres
0,05]. Os aumentos médios da FC e da PAS foramlisantes entre os grupos.

Durante a prova d#lt os valores maximos da FC e da PA foram signiffeatiente mais

elevados no grupo de doentes do que no grupo dekan(Quadro V).
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Quadro V —Valores da frequéncia cardiaca e pressao arteniahte a prova dt

Basal Ortostatismo passivo P
(n=30) (n=30)

Frequéncia cardiagapm)

Doentes 73,5+ 13,4 98,3 + 15,7 < 0,001

Controlos 63,7 £ 11,0 855+154 < 0,001
PA sistolica(mmHg)

Doentes 127,0 + 14,3 150,2 + 15,3 < 0,001

Controlos 113,8 £ 10,6 134,6 + 17,7 < 0,001
PA diastélicammHg)

Doentes 84,5+ 10,3 106,6 + 14,0 < 0,001

Controlos 73,0 +8,0 91,2+12,0 < 0,001

* Testet para variaveis emparelhadas.
a)P < 0,005; b)P = 0,001; cP < 0,001, nas comparacdes com o tese Student entre doentes e controlos.

Nos diferentes subgrupos de doentes com e semedstdes conhecidos de HTA, nédo
observamos diferencas significativas dos valores@au da PA em decubito nem durante o
ortostatismo (Quadro VI).

Durante o periodo basal, os valores da PAS foraim et@vados nos doentes obesos do que
nos ndo obesos (136,80 + 13,88 120,45 + 10,42 mmHg, respectivamere= 0,001).
Neste periodo, a PAS também foi mais elevada nestds com hiperuricémia em relacao
aos doentes normouricémicos (133,3 + M&8121,5 + 12,8 mmHg, respectivameniex
0,05). Nao verificamos diferencas da PAD e da FCQdenubito nos doentes com obesidade
ou com hiperuricemia.

Durante o periodo erilt observamos aumentos excessivos da FC e/ou da P28 elventes
(96,7%) e 24 controlos (80,0%F (= NS). Observdmos mais frequentemente a elevacdo
excessiva da PA, em 28 dos 30 doentes; destest €68 B%) verificAmos aumento isolado
da presséo arterial e nos restantes hipertenséstairta e taquicardia. Um doente (3,3%)
apresentou taquicardia isolada. No grupo de ca#yabservamos durante o ortostatismo
aumento excessivo da PA em 22 individuos: 11 (3@J@%otal dos controlos) apresentaram
aumento isolado da PA e outros 11 (36,7%) HTA aiitagdia. Dois controlos (6,7%)

apresentaram taquicardia postural sem desenvalperténsao.
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Quadro VI — FC e PA em decUbito e em ortostatismo passivo rmgrspos de casos com e sem antecedentes de HTA

Doentes normotensos  Doentes hipertensos P

(n=17) (n=13)
Frequéncia cardiagapm)
Basal 70,9+9,0 769+17,4 0,268
Ortostatismo 959+145 101,4+£17,1 0,345
A FC 250+12,0 243+7,0 0,841
PA sistolica(mmHg)
Basal 123,4 £13,0 130,4 + 15,7 0,255
Ortostatismo 147,6 + 14,6 153,8 £ 16,1 0,279
A PAS 23,3+10,5 23,3+8,1 1,000
PA diastolicalmmHg)
Basal 81,7+8,4 88,1+11,7 0,110
Ortostatismo 105,0+12,1 108,7 + 16,5 0,484
A PAD 23,3+ 10,0 22,1+8,1 0,736

No grupo de doentes, ndo associamos o0 desenvoldiroeaumento excessivo da FC e/ou da
PA em resposta ao ortostatismo passivo com a egiatéle antecedentes pessoais de HTA,
obesidade, existéncia antecedentes familiares téesdi renal, complicacbes, forma de
tratamento da nefrolitiase (incluindo o facto deerte sido efectuados tratamentos com

LEOC) e fenotipo das alterages urinérias relaclasaom o risco de litiase renal.

Analises no dominio do tempo-frequéncia

Um dos controlos ndo apresentou um registo com deengjualidade suficiente para as
analises no dominio do tempo-frequéncia pelo quexicuido desta analise.

Variabilidade da frequéncia cardiaca

No registo basal ndo observdmos diferencas sigtiifas dos componentes da variabilidade
da frequéncia cardiaca entre doentes e controloasdi@ VII).

Durante o primeiro minuto em ortostatismo (faseadaptacdo), verificamos um aumento
significativo das Lkr no grupo de controlos. Neste, assklEomecaram a diminuir durante o
2° minuto em ortostatismo (apesar de o valor atadaido significativamente mais elevado
no 2° minuto em comparagao com o valor basal) diveaam a tendéncia de descida durante
0 3° minuto em ortostatismo. No grupo de doentesenétiu aumento significativo das k&

em resposta ao ortostatismo. Em consequéncia éa@asle aumento, a poténcia dagd-F
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foi significativamente menor no grupo de doentesandii¢ o periodo de adaptacdo ao

ortostatismo (Figura 1).

P <0,05
'P<0,01
1 [__1Controlos
1000 - Il Doentes
800
<5 600+
S
~ *
&
L 400+
200
0 . : ;
Basal 1 min. 2 min. 3 min.

Figura 1 —Variacao das Lk durante a prova de ortostatismo passivo. As cslogresentam a mediana e as barras de
erro a amplitude interquartil.P < 0,05 na comparacao entre doentes e controlaimao de adaptacdo ao ortostatismo
O ortostatismo passivo determinou uma reducao aaeéatdas Hkr em ambos 0s grupos,
em relacdo ao periodo basal. Esta reducédo foi imi@ssa e precoce no grupo de doentes,
cuja diminuicdo das Hir foi significativa durante o periodo de adaptagdmdostatismo.
No grupo de controlos, a diminuicdo dasgRFoi significativa apenas durante o periodo de
manutencao entilt. No periodo de adaptacdo ao ortostatismo, a petétas Hkg foi
significativamente menor no grupo de doentes eatéel ao grupo de controlB € 0,05).
A relacdo LF/HF aumentou significativamente duraatgrova ddilt em ambos os grupos.
No grupo de controlos, o aumento resultou do aumeas Lirg € da diminuicdo das Hk
No grupo de doentes o aumento da relacdo LF/HFItoeswguase exclusivamente a

diminuicao das Hgr.

Variabilidade da presséo arterial sistélica

Durante o periodo basal, a poténcia dasatFoi significativamente mais elevada no grupo
de doentes em comparac¢do com o grupo de cont®k$(05).

Durante otilt observdmos um aumento significativo dasAgem ambos os grupos. Nos
controlos, o maior aumento dasdagem relacdo ao valor basal ocorreu durante o peded

adaptacdo ao ortostatismo, com estabilizacdo das salores durante o periodo de
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manutencdo. No grupo de doentes, também ocorreawmento do componente de baixa
frequéncia da variabilidade da PAS durante o peritel adaptacdo ao ortostatismo mas a
poténcia das LFas continuou a aumentar progressivamente durante rodme de
manutencdo, sendo o valor mais elevado dasd ébservado na fase final do periodo de
manutencdo em ortostatismo.

Em geral, os resultados da andlisewdareletsforam confirmados com a transformada de
Hilbert-Huang (Quadro VIII). Verificamos uma excefe correlagdo entre os valores obtidos
pelos dois métodos em todas as fases da provafdesbeé exemplificado pelos resultados
obtidos durante o periodo basal, no qual se vardio excelentes correlacdes dagd (f =
0,947;P < 0,001), HRg (r = 0,983;P < 0,001), relagdo LF/HF (r = 0,90P;< 0,001) e da
LFpas (r =0,934;P < 0,001), obtidas com os dois métodos.

Relacdo entre o componente de baixa frequéncia daanabilidade da frequéncia
cardiaca e da pressao arterial sistélica

No grupo de controlos verificAmos uma correlac&ectth entre o delta da kks e 0 delta
LFrr entre o periodo basal e o periodo de adaptacao@siatismo (r = 0,811 < 0,001).

No grupo de doentes nao observamos correlaca®,liOsP = NS) (Figura 2).

Controlos Doentes
1 r=0,81 1 r=0,10
6000 - ’ 6000 - ’
| P<0,001 5 | P=NS
5000 - 5000 -
4 g | |
4000 - 4000
<, 3000 <, 3000 - .
E E
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< 1000 - < 1000 4
- - . —
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7 1 | ]
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LN DL LA R LA L | r~r~ 1~ 11T TTrT T
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Figura 2 —Correlacado dos deltas dadds e Lk entre o registo basal e o primeiro minuto de adz#gt ao ortostatismo.
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Quadro VIl — Variabilidade da frequéncia cardiaca e da PA sist@btidos com a transformada discretavdeeletsdurante o teste de ortostatismo passivo (30 deen®d controlos)

Basal (clinostatismo) Minuto adaptacdo a0  2° minuto ortostatismo 3° minuto ortostatismo pS

ortostatismo

LFRR (m§)
Controlos 370,9 (274,7-675,7) 569,4 (303,2 - 1147,f) 491,8 (234,1 - 1037,(5) 481,0 (248,5 — 746,6) < 0,05
Doentes 187,3 (119,7 — 356,6) 222,7 (127,0 - 560,9) 214,4 (112,9 - 581,3) 244,0 (101,9 — 859,1) 0,270
HFgg (MS)
Controlos 370,2 (155,0 - 610,7) 280,5 (128,1 — 744,3) 244.,7 (100,2 - 5665) 148,3 (83,1 - 466,5) < 0,001
Doentes 178,8 (100,0 — 396,6) 107,5 (50,1 — 195,?) T 66,2 (33,4 — 288,87 * 81,5(33,5- 162,@ =0,001
LF/HF
Controlos 1,01 (0,48 — 1,94) 1,84 (1,25 - 3,223) 2,03 (1,35 - 4,02‘? 2,85(1,38 — 4,893) < 0,001
Doentes 1,18 (0,56 — 2,07) 2,03 (1,39 - 5,363) 2,04 (1,43 - 6,38‘? 2,79 (1,43 - 7,223) < 0,005
LFpas (MMHG)
Controlos 1,73 (1,8 - 3,34) 4,42 (2,16 — 7,18‘}) 4,84 (2,56 — 7,883) 4,73 (2,84 — 7,453) < 0,001
Doentes 2,80 (1,38 — 4,01) 5,84 (4,20 — 9,28‘))* 6,36 (4,89 — 13,0?}* 7,81 (3,77 — 14,5?} ok < 0,001

8 Resultado do teste de Friedman.

Teste de Wilcoxon para comparagfest-hoccom o periodo basal do mesmo grupd® &)0,01; b)P < 0,05; c)P < 0,005; dP = 0,001; eP < 0,001.
Teste de Mann-Whitney para comparagao com o mesniode do grupo de ControlosP*< 0,05; **P = 0,01; 1);P < 0,005.

Resultados expressos em mediana (percentis 25 — 75)
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Quadro VIII — Analise devariabilidade da frequéncia cardiaca e PA sistdligante o teste de ortostatismo passivo de acamicadransformada de Hilbert-Huang (30 doentes e 29
controlos)

Basal (clinostatismo) Minuto adaptacdo ao  2° minuto ortostatismo  3° minuto ortostatismo pS
ortostatismo (manutencéo)

LFRR (m§)

Controlos 417,0 (212,9-700,6) 704,0 (373,4—1715,6) 565,4 (309,3-1392,3)  450,7 (243,6 — 1160,0) < 0,005

Doentes 209,9 (149,5-551,4) 237,9 (151,7 - 605,3)*  232,5(120,5 — 700,4) 333,6 (182,8 — 640,4) 0,766
HFgg (MS)

Controlos 359,5(144,1-714,7)  291,3 (140,7-739,6)  196,3 (80,6 — 515,9) 138,0 (95,2 — 465,3) < 0,001

Doentes 168,7 (91,0 — 364,0) 93,7 (44,8 — 134,6) t1 63,4 (33,8 — 209)2" 89,3 (35,8 — 155,4) * < 0,001
LF/HF

Controlos 1,15 (0,54 — 2,14) 2,27 (1,64 — 4,62 2,92 (1,65 — 5,469 3,17 (1,62 - 6,33 < 0,001

Doentes 1,45 (0,69 — 2,60) 3,57 (1,71 - 5,219 2,97 (1,94 - 6,719 4,07 (2,31 - 6,869 < 0,001
LFpas (MMHG)

Controlos 1,78 (1,20 — 3,97) 4,10 (2,43 — 7,069 5,22 (2,44 - 9,719 4,90 (3,35 - 9,19 < 0,001

Doentes 3,25 (1,82 - 5,87 8,19 (4,56 — 12,08) &)t 7,99 (4,63 — 17,13 * 9,81 (4,95 - 17,68) * < 0,001

$Resultado do teste de Friedman.
Teste de Wilcoxon para comparag¢fest-hoccom o periodo basal do mesmo grupd® &)0,01; b)P < 0,05; c)P < 0,005; dP = 0,001; eP < 0,001.
Teste de Mann-Whitney para compara¢éo com o mesniodo do grupo de ControlosP*< 0,05;** P = 0,01; *** P < 0,01; 1)P < 0,005; 1P = 0,001; t11P < 0,001.
Resultados expressos em mediana (percentis 25 — 75)
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Na Figura 3 observa-se a provatittedum doente com litiase renal que apresenta asstesp

hemodinamicas caracteristicas dos doentes nesta, mam identificacdo das suas diferentes

fases.
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Sistolica
140 —— Diastolica

PA (mmHg)
=
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FC (bpm)
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-1 0 | 1 2 é | 4 | 5 6
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Figura 3 —Prova ddilt dum doente com nefrolitiase com 5 minutos de diraé FC e a PA aumentaram durante a fase de
elevacdo da mesa t (TUs) e de adaptagdo (TU). A PA aumentou ainda chaiante o periodo de manutengéo (TU).
Na Figura 4 observam-se os graficos da analiseadeletsno mesmo doente. Verificamos
as alteracOes caracteristicas do grupo de doemtesitéase renal nas analises no dominio do
tempo-frequéncia: auséncia de aumento dagg,LEiminuicdo das HRk e aumento

progressivo da poténcia dasdagdurante o periodo de manutencdo em ortostatismo.
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Figura 4 —Andlise deWaveletda prova déilt dum doente com nefrolitiase. Observe-se a dimilounptoria das HE,
desde a fase de adaptacéo, e o aumento gasndfase final da prova. A elevacdo da mestiitdecorreu aos 1300
segundos.
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Influéncia de factores independentes nos resultadoedservados no grupo de doentes

A poténcia das Hr foi significativamente menor no subgrupo de dogiotam nefrolitiase e
hiperuricosuria em relacdo ao subgrupo de doemmsexcrecdo normal de acido urico. A
diferenca foi observada durante o registo basalrante o periodo de manutencdo em
ortostatismo, mas ndo foi significativa durante erigdo de adaptacdo ao ortostatismo
(Figura 5). Quando excluimos desta analise os dsdriperuricosuricos, verificAmos que a
menor poténcia das Hk do grupo de doentes em comparacdo com 0s contrnélos
apresentava significado estatistico.

A poténcia das Hir durante o periodo de adaptacdo ao ortostatismsignificativamente
menor nos doentes obesos comparativamente comoosh&sos [mediana: 51,5 (32,4 —
123,4)vs. 134,9 (82,4 — 322,3) MsP < 0,05]. Quando excluidos os doentes obesos desta
analise, manteve-se a diminuicao significativa ldBgr entre o valor basal e o valor obtido
no periodo de adaptacaotdb (P < 0,05).

No grupo de doentes estudados ndo observdmos agssma@statistica entre obesidade e

hiperuricosuria.

[]Controlos
[C] Doentes normouricosuricos

Il Doentes hiperuricosuricos
1000 - P
800 -
T
<p 600
g i
. |
L 400 T
| *
200 *k *
*%
0 T T T T T v T
Basal 1° min 2° min 3° min

Figura 5 —Variacao das Hkk durante a prova dét nos controlos e nos doentes com e sem hiperurieodiP < 0,05 e **
P < 0,005 nas comparacdes dos doentes hiperuricost@om os controlod® < 0,05 na comparacéo dos doentes
normourcosuricos com hiperuricosuricos.
Nao observamos diferencas significativas dagrlghtre doentes com e sem antecedentes de
HTA. Quando excluimos os doentes com antecedenteld da analise continuamos a nao
observar aumento significativo da poténcia dagglifa resposta ao ortostatismo passivo. No
grupo de doentes, ndo encontramos diferencas dasduiFante as varias fases to entre

individuos obesos e nédo obesos.
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A poténcia das Lfas foi significativamente mais elevada nos doentpsiteénsos do que nos
doentes com nefrolitiase e sem antecedentes cookede HTA. Observamos esta diferenca
durante o periodo de adaptacdo ao ortostatismodmeed,24 (5,22 — 11,3%k.4,54 (2,79 —
8,26) mmH(, respectivamentd® < 0,05] e durante o 3° minuto em ortostatismo |iareat
10,56 (7,77 — 17,03ys. 4,78 (3,44 — 9,37) mmHg respectivamenteP < 0,05]. Apds
exclusdo dos doentes com antecedentes de HTA diaeares diferencas das gds entre
doentes e controlos ndo apresentaram significadtst&o.

No grupo de doentes, ndo observamos diferencascoimponentes da variabilidade da
frequéncia cardiaca ou da PAS em funcdo de outiciereés independentes, nomeadamente
da existéncia de antecedentes familiares de rigdisdi dos indicadores de actividade da
doenca, das opc¢lBes de tratamento, de complicaghessre das alteragBes urinarias
relacionadas com o risco de litiase.
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Provas de estimulacéo do Sistema Nervoso Simpatico

Prova de handgrip

Quatro doentes nao realizaram a totalidade do tggrgpasto para a prova dendgrip por
motivos clinicos: dois devido a respostas paradgogam desenvolvimento de hipotenséo
subita entre o segundo e terceiro minuto de exercisométrico, sem referirem

sintomatologia (Figura 6).
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Figura 6 —Exemplo dehipotensé&o ao 3° minuto dandgripque obrigou a suspender a pronen doente com nefrolitiase.
No painel do lado direito pode observar-se o exerdpma prova normal num individuo do grupo de abotr

Nos restantes, a prova foi interrompida por hipesde e desenvolvimento de sintomatologia,
nomeadamente dor muscular e cansacgo extremo. énsilogia desapareceu e a PA voltou

ao valor basal em menos de 60 segundos apds anséepia prova.

Analise no dominio do tempo

Os valores basais da FC e da PA foram significatarde mais elevados nos doentes com
nefrolitiase em comparacédo com os controlos (Quiagro

Na manobra dbandgripobservdmos aumentos significativos da PG (0,001), da PASK

< 0,001) e da PADR < 0,001) em ambos os grupos. Os valores maximdsCda da PA
foram mais elevados no grupo de doentes mas o& @eltrelacdo ao periodo basal foram

semelhantes nos dois grupos.
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Quadro IX - Pardmetros hemodinamicos na provéadedgrip

Basal Handgrip
Doentes Controlos P Doentes Controlos P
FC (bpm) 794+145 67,7+11,90,001 98,0+159 87,6+16,8 <0,05

PAS(mmHg)  131,7+14,1 121,5+156<0,05 167,4 +18,21555+24,1 <0,05
PAD (mmHg)  90,9+10,7 81,9+ 11,5<0,005119,6 + 20,0106,8 + 19,2 < 0,05

Todos os parametros apresentaram diferencas sagiifis na comparac¢éo BasalHandgrip(P < 0,001).

Classificamos o aumento da PAD como excessivo eap2htes (83,3%) e em 20 controlos
(66,7%) P = NS).

No grupo de doentes, ndo registamos diferenca nacéia da PAD entre individuos com
com e sem antecedentes de HTA, em funcéo da peesiengbesidade, de antecedentes de
complicacbes, da forma de tratamento, da docum@mtae hiperuricemia e de qualquer das

alteracOes urinarias relacionados com o risco ttelitase.
Analises no dominio do tempo-frequéncia

Variabilidade da frequéncia cardiaca

As analises efectuadas no dominio do tempo-fregaéapresentaram uma diminuicdo
significativa da variabilidade da FC nos doentes geefrolitiase durante o registo basal,
caracterizada por diminuicdo dasggfe das Hkg em relacdo aos controlos (Quadro X).

No grupo de doentes, observamos um aumento dagmetédas Likr durante o primeiro
minuto dehandgrip em relacdo aos valores basais (Figura 7). No gdgpcontrolos nao
observdmos este aumento pelo que a poténcia das difante o primeiro minuto de
handgripfoi significativamente superior nos doentes coifnatiiase do que nos controlos.

A poténcia das Hir foi significativamente menor no grupo de doentesadte todo o
periodo déhandgripe, neste grupo, observamos uma reducgéo progretsvdirg durante a
prova. O valor minimo das Hk foi observado durante o segundo minutchdedgrip Esta
diminuicao néo foi significativa no grupo de coiso

Os resultados obtidos com a transformada de Hilbeging mostraram aumentos da relacao
LF/HF no grupo de doentes durante o primeiro eeteyaninutos da prova deandgripem
relacdo ao valor basal (Quadro XI). Nado observaestss aumentos nos controlos. No grupo

de doentes, o aumento da relacédo LF/HF durantem@ijpo minuto esteve relacionado com o
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aumento das Lir. O aumento da relacdo LF/HF durante o terceiro utainfoi
correspondente a diminuicdo dasgrF

A poténcia das Hir no periodo basal foi significativamente menor doentes obesos em
relacdo aos doentes ndo obesos [mediana: 264,72(22441,4)vs. 398,6 (145,7 — 777,5)
ms’, respectivamente® < 0,05]. Quando excluimos os resultados dos dsestvesos da
analise, a diferenca das kirentre doentes e controlos ndo apresentou sigtifieatatistico.

A comparacgdo da poténcia dasgdflurante o terceiro minuto dendgrip entre os varios
subgrupos de doentes nao identificou diferencasiteiadas com a presenca de obesidade ou

de qualquer dos restantes factores independergesestudo.
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P <0.005 I Doentes
30 - ' P<0,001 !
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Figura 7 —Evolucao das LEg e LRsas durante a prova deandgrip O valor deP indicado na figura refere-se as
comparacdes com o periodo basal dentro do grupoelges. As colunas expressam a mediana e as barea a
amplitude interquartil. P < 0,05 Doentess. Controlos; * < 0,005 Doentegs. Controlos.
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Quadro X — Resultados da prova tiendgripobtidos com a transformada discretandereletS30 doentes e 29 controlos)

Basal

1° minuto

2° minuto

3° minuto

p§

LF g (MS)
Controlos
Doentes

HFgrr (MS)
Controlos
Doentes

LF/HF
Controlos
Doentes

LF pas (MMHJ)
Controlos
Doentes

679,9 (236,4 — 1441,0)
250,4 (142,4 — 526,3) *

307,8 (150,0 — 568,9)
98,4 (54,6 — 346,9) ***

2,01 (1,27 — 2,98)
1,86 (1,32 — 3,39)

5,11 (2,26 — 7,16)
3,95 (2,94 — 6,65)

406,0 (207,5 — 875,0)
532,6 (201,2 — 865,3)

325,2 (127,8 — 413,7)
111,5 (84,6 — 387,7) *

1,76 (1,00 — 2,69)
2,20 (1,46 — 5,46) **

4,68 (2,02 — 7,28)

10,73 (5,68 — 17,70) ****

361,3 (157,0 — 958,7)
234,8 (75,3 — 502,4)

255,0 (93,0 — 598,1)
86,9 (37,2 — 306,6) *

1,77 (0,91 — 2,97)
2,31 (1,17 — 4,00)

3,17 (1,33 - 6,87)
5,94 (2,36 — 11,72)

526,8 (241,1 — 902,4)
272,9 (101,1 — 843,4)

260,5 (115,6 — 445,6)
104,0 (42,0 — 358,2) *

2,35 (1,12 — 3,12)
2,311 (1,35 — 3,88)

6,34 (2,50 — 10,77
7,69 (3,03 — 12,48)

0,110
<0,05

0,289
<0,05

0,317
0,286

<0,05
< 0,001

$Resultado do teste de Friedman.
Teste de Wilcoxon para compara¢Pest-hoccom o Basal do mesmo grupo:Rax 0,001; b)P < 0,005; c)P < 0,05.
Teste de Mann-Whitney para comparacao com o mesniodo do grupo de ControlosP*< 0,05; **P = 0,01; *** P < 0,005;P < 0,0001.
Valores expressos em mediana (percentis 25 — 75).
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Quadro Xl - Resultados da prova tlandgripobtidos com a transformada de Hilbert-Huang (3thtksee 29 controlos)

Basal

1° minuto

2° minuto

3° minuto

P§

LFrr (MS)
Controlos
Doentes

HFgr (MS)
Controlos
Doentes

LF/HF
Controlos
Doentes

LFpas (NMH)
Controlos

Doentes

813,1 (261,3 — 2008,0)
339,4 (140,2 — 669,7) *

301,1 (148,5 — 476,0)
87,0 (46,7 — 348,6) **

2,24 (1,41 — 4,23)
2,73 (1,58 — 4,12)

5,97 (2,80 — 10,26)
4,92 (3,10 - 8,52)

400,2 (223,9 — 927,0)
616,3 (222,7 — 1149,3)

304,8 (125,9 — 448,5)
92,4 (67,6 — 397,7) **

1,64 (0,97 — 3,19)
3,36 (2,15 — 6,75) ****

4,80 (2,24 — 6,33)

12,68 (7,90 — 18’45)), *kkk

4744 (243,7 — 890,7) 613,4 (252,0 — 1176,3)

308,3 (116,7 — 587,8)

297,6 (89,3 — 537,1)
68,4 (37,4 — 231,1) *

1,98 (1,28 — 4,88)
3,34 (1,74 - 6,12)

4,14 (2,23 — 7,70)
6,47 (3,09 — 13,76)

283,8 (101,7 — 869,5)

232,9 (91,4 — 459,3)
85,3 (31,8 — 226,5) **

2,87 (1,71 — 4,37)
3,36 (1,86 — 6,219

3,97 (2,63 — 15,31)
10,32 (3,47 — 18,54)

0,210
<0,01

0,153
<0,05

0,289
<0,05

0,062
<0,01

¥ Resultado do teste de Friedman.
Teste de Wilcoxon para comparacest-hoccom o Basal do mesmo grupo:Rax 0,001; b)P < 0,005; c)P < 0,05.
Teste de Mann-Whitney para comparacao com o mesniodo do grupo de ControlosP*< 0,05; **P < 0,01; ** P < 0,005; **** P < 0,001.
Valores expressos em mediana (percentis 25 — 75).
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N&o encontramos associacdo da menor poténciasFgasohservada no grupo de doentes
durante o periodo basal com a existéncia de ardeteide HTA, obesidade ou a qualquer
dos restantes factores independentes, incluindoplozagfes da litiase renal, modo de
tratamento ou qualquer das alteracdes urinariasiogladas com a nefrolitiase. Também néo
relacionamos a maior poténcia dasgkFlurante o primeiro minuto dieandgrip com o0s

factores independentes ja anteriormente mencionados

Variabilidade da presséo arterial sistélica

Durante o periodo deandgrip observamos aumentos significativos da poténciaL&ags

em ambos 0s grupos. Os aumentos foram maioresupo gie doentes e em dois periodos
distintos: 1) durante o primeiro minuto de exercisométrico, no qual a mediana daphd-
triplicou em relacéo ao valor basal do grupo (2xesior a mediana do grupo de controlos no
mesmo periodo); 2) durante o terceiro minuto degK&igura 8). No grupo de controlos, o
aumento das Lfas durante ohandgrip foi significativo na andlise com a transformada de
wavelets A andlisepost hocmostrou que o aumento dasphf no grupo de controlos foi
significativo durante o ultimo minuto da prova, e@mmparacdo com o valor observado

durante o primeiro minutd®(< 0,05).
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Figura 8 —Prova dehandgripcaracteristica dum doente com nefrolitiase. Pbdervar-se o aumento dasplkEdurante o
primeiro minuto em comparacdo com o periodo basabQ0 s) e novo aumento nos Ultimos minutos degoro
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O grupo de doentes nao apresentou diferencasisajivés das LFas entre subgrupos com e
sem antecedentes conhecidos de HTA, de obesidagiealquer dos restantes factores
independentes em estudo. Observamos resultadasca@guando comparamos os valores
absolutos em cada minuto da prova e as variagOpstéacia das Lfas entre cada minuto de

handgripe o valor basal.

Prova da aritmética mental

Um dos individuos do grupo de controlos ndo efactagprova de aritmética mental por

dificuldade em realizar os calculos mentais em egnéncia de ansiedade.

Analises no dominio do tempo

Durante o periodo basal, os valores da PA forans elavados nos doentes com nefrolitiase
do que nos controlos. Ndo observamos diferencasfisaivas na FC durante este periodo
(Quadro XIlI).

Observamos aumentos significativos da FC e da PAesposta astressmental em ambos
0s grupos (Quadro Xll). O valor maximo da PA dueaataritmética mental foi mais elevado

no grupo de doentes mas a diferenca da FC maximaprasentou significado estatistico.
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Figura 9 —PAS e FC durante a aritmética mental. num doenten&frolitiase (A) e prova normal dum controlo (B).
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N&o observamos diferencas significativas na vaoiat@i FC e da PAS entre doentes e de
controlos. Com base nos aumentos da frequénciéacard/ou da PAS, a prova de aritmética
mental apresentou alteragcdes em 26/30 doentes28/@& controlos® = NS).

No grupo de doentes, ndo observamos diferencasahm®s basais ou nos delta da FC e/ou
da PAS entre doentes com e sem antecedentes deTldimém ndo encontramos diferencas
em funcdo da obesidade, antecedentes familiardgiake renal, complicacbes, forma de

tratamento ou alteracfes urindrias relacionadasacosto de nefrolitiase.

Quadro XlI — Variagdo dos parametros hemodinamicos duranteva jpi® aritmética mental

Basal Aritmética mental
Doentes Controlos P Doentes Controlos P
FC (bpm) 81,9+16,0 70,4+129 <0,05 993+16,5 91,7+18,7 0,102

PAS(mmHg) 132,1+13,6 124,2+14,8<0,005 158,0 +20,1 144,0 +14,2< 0,005

PAD (mmHg) 91,2+9/4 81,3+9,6 <0,001 111,0+14,1 98,1+11,4<0,001

P < 0,001 em todas as comparacfes entre Basalreglica Mental.

Analises no dominio do tempo-frequéncia

Variabilidade da frequéncia cardiaca

As analises da prova de aritmética mental no damiioi tempo-frequéncia demonstraram
uma menor variabilidade da FC durante o periodalbass doentes com litiase renal do que
nos controlos, como se pode verificar pela mendénmia das Lkg e das Hkr (Quadro
X11).

Durante o minuto de aritmética mental observamaseatos significativos das Rk e da
relacdo LF/HF no grupo de doentes em relacdo amstoepasal. Estes aumentos nédo
apresentaram significado estatistico no grupo dé@os. Neste periodo ndo existiu variacéo
significativa da poténcia das Rg&em nenhum dos grupos em comparagcdo com 0 registo

basal.
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Quadro XlIl — Variabilidade cardiovascular durante a prova dangtica mental de acordo com a transformadaaleslets

Basall Aritmética mental pS
LFRR (m§)
Doentes 234,4 (108,0 —554,6] 7374 (273,0-554,6)  <0,001
Controlos 643,0 (225,0 — 1507,2) 966,7 (406,0 — 1324,1) 0,115
HFrr (m§)
Doentes 92,0 (49,6 — 426,6) 2045 (68,5 — 580,3) 0,221

Controlos 320,7 (143,2 — 558,9) 290,4 (149,2 — 553,0) 0,121
LF/HF

Doentes 1,91 (1,05 -2,98) 3,07 (1,84 — 5,11) < 0,005

Controlos 1,65 (1,03 — 3,06) 2,67 (1,80 —4,42) 0,190
LFpas (mmHgf)

Doentes 5,62 (2,80 — 9,07) 20,79 (8,73 — 44,86) < 0,001

Controlos 3,69 (2,72 -9,21) 8,11 (5,01 - 14,92) < 0,05

8 Teste de Wilcoxon para comparacéo com basal do mgaupo.
Teste de Mann-Whitney para comparacdes entre Doen@ontrolos na mesma fase da prov& «)0,05; b)P < 0,001.

Resultados expressos em mediana (percents 7).

Os resultados obtidos com a transformada de Hilbesing confirmaram as diferencas

identificadas entre doentes e controlos na andéseveletyQuadro XIV).

Quadro XIV — Variabilidade cardiovascular na prova de aritmétieatal de acordo com a transformada de HilbertAgua

Basal Aritmética mental ps

LFRR (m§)
Doentes  249,3 (141,3—666,9) 8254 (217,9—2230,8)  <0,001
Controlos 688,4 (263,1 — 2252,0) 1091,6 (502,7 —1330,1) 0,405

HFrr (m§)
Doentes 75,4 (38,3 — 396,4) 211,5 (44,9 — 477,8) 0,229
Controlos 297,7 (98,8 — 560,9) 298,1 (132,3 - 586,5) 0,284
LF/HFrRr
Doentes 2,48 (1,53 - 4,57) 3,68 (2,99 - 5,37) <0,01
Controlos 2,64 (1,39 —4,84) 3,74 (1,75 -5,07) 0,369
LFpas (mmHgf)
Doentes 6,89 (3,92 -11,8) 26,07 (13,608 — 69,01) < 0,001
Controlos 4,87 (3,11 - 8,85) 14,49 (4,68 — 18,77) = 0,001

8 Teste de Wilcoxon para comparacéo com o basal smmerupo.
Teste de Mann-Whitney para comparagdes entre Doer@®ntrolos na mesma fase da prov& €)0,05; b)P = 0,001.

Resultados expressos em mediana (percents 7).
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Variabilidade da presséao arterial sistolica

No registo basal ndo observamos diferenca na patédas Liasentre doentes e controlos. A
aritmética mental desencadeou um aumento sigmicata poténcia das lplks nos dois
grupos, mais intenso nos doentes com nefrolitrase guais esta poténcia aumentou cerca de
guatro vezes em relagdo ao valor basal.

O aumento da PAS durante a aritmética mental @migglou-se directamente com a variacao
das Lkas nos doentes com litiase renal e grupo de contrdlos entanto, o indice de
correlacdo foi mais elevado nos doentes (r = 0,665;0,001) do que nos controlos (r =
0,368;P < 0,05). A Figura 10 demonstra a relacédo do auméatpoténcia das kks com o
aumento da PAS na prova de aritmética mental nientdaom litiase renal.
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Figura 10 —Waveletsda prova de aritmética mental num doente com ligise. Inicio da aritmética aos 3330 segundos.

N&o observamos diferencas dasghFrelacdo LF/HF ou LfFas entre doentes com e sem
antecedentes de HTA, obesidade, antecedentes denilde litiase renal, complicacdes,

forma de tratamento ou altera¢des urinarias ratacias com o risco de nefrolitiase.
Provas para estudo do Sistema Nervoso Parassimpatic o

Manobra de Valsalva

Analise no dominio do tempo

A manobra de Valsalva desencadeou uma descidaedsdor arterial associada a aumento da

FC durante o esforco expiratorio (fase 1), segudka aumento da PA e diminuicdo
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significativa da FC imediatamente apos o final dimego expiratorio (periodo pos-Valsalva

ou fase IV) (ver Figura 11). Observamos o valoriménda FC nos dois grupos durante os
primeiros 30 segundos do periodo pds-Valsalva.

A FC foi significativamente mais elevada no grugodibentes com litiase renal, em relacéo
aos controlos, na fase P E 0,01) e na fase IMP(= 0,01) (Figura 12).
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Figura 11 —Variacdo da pressao arterial sistélica (PAS) eequfncia cardiaca (FC) durantmanobra de Valsalva num
doente com litiase renal, com identificacéo deareiftes fases da prova.

N&o observamos diferenca na mediana do racio deaWal (VR) entre doentes e controlos
[mediana: 1,55 (1,34 —-1,8%% 1,48 (1,34 — 1,91), respectivamerRe; NS].

O VR, aferido para a idade, foi normal em 29/30tmos (96,7%) e em 28/30 doentes
(93,3%) P = NS). Os dois doentes com nefrolitiase com VRirdindo eram diabéticos.

Analises no dominio do tempo-frequéncia

Variabilidade da frequéncia cardiaca

No periodo basal, a poténcia dasgklFoi significativamente menor no grupo de doentes d
gue nos controlos. Nao observamos diferencas niosesabasais das kk e da relacéo
LF/HF (Quadro XV).

Durante a manobra de Valsalva, observamos um aorsamificativo das Lkg no grupo de
doentes em relacdo ao periodo basal. No grupo deotws, 0 aumento da kk nao

apresentou significado estatistico.
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Figura 12 —Comparacéao da frequéncia cardiaca nas fases Itla lifanobra de Valsalva entre doentes e controkrstr®

de cada grupo, a variacdo da FC da fase Il parsed¥afoi significativa nos dois grupoRB € 0,001). As colunas indicam
mediana e as barras de erro as amplitudes intéigquar

Nos primeiros 30 segundos pds-Valsalva (correspuadefase IV) observdmos um aumento

significativo da poténcia das kk e das Hkgr em ambos os grupos, em relacdo ao periodo

basal. No grupo de doentes, no periodo pos-Valsdigarvamos um aumento significativo

da relacéo LF/HF.

Os intervalos de tempo (15 segundos) utilizadosméise dos resultados da manobra de

Valsalva ndo permitiram obter resultados interpeita com a transformada de Hilbert-

Huang.

No grupo de doentes, a poténcia dagdiffurante o periodo basal foi menor no subgrupo

com obesidade do que nos ndo obesos [mediana(4553- 238,8ys.176,6 (97,7 — 593,1),

respectivamenteP < 0,05). A exclusdo dos doentes obesos da anddisgminou que a

diferenca da poténcia das kHentre doentes e controlos no periodo basal n@&samasse

significado estatistico [mediana: 392,6 (151,7 -2,8pvs 176,6 (93,7 — 593,1),

respectivamentd? = NS). Observamos que no grupo de doentes a patéas HRkg durante

o periodo basal era negativamente correlacionataod®C (r = -0,404P < 0,05).

Durante o periodo pés-Valsalva, a relacao LF/HFsighificativamente menor nos doentes

com antecedentes de HTA do que nos doentes norsaostgémediana: 1,02 (0,54 — 9,68)

6,51 (2,37 — 22,78), respectivamenie< 0,05] (Figura 13). Nao observamos diferencas

significativas da relacdo LF/HF em funcdo dos rdéstafactores independentes em estudo,

nomeadamente de antecedentes familiares de liéase¢, de complicacbes da doenca, da

forma de tratamento, dos indicadores de actividgadie alteracées urindrias relacionadas com

o risco de nefrolitiase.
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Quadro XV — Resultados da anélise da manobra de Valsalvaauiiiz a analise deaveletq30 doentes e 30 controlos)

Basal Valsalva Periodo po6s-Valsalva pS

LFrr (MS)

Doentes 430,9 (151,5-917,1) 1206,6 (313,1 —3547,8) 1975,7 (1328,6 — 8784,2) < 0,001

Controlos 968,7 (274,1 — 2048,1) 1267,1 (599,6 — 1904,9) 2862,1 (1311,5 — 4970,3) < 0,001
HFgrr(MS)

Doentes 121,7 (59,3 -391,3)*  187,6 (48,0 — 429,9) 604,0 (146,0 — 3358,0) < 0,001

Controlos 392,6 (151,7—862,8)  228,1(102,7 -500,0)  1151,9 (509,3 — 2583,2) < 0,001
LF/HFrg

Doentes 2,74 (1,81 - 3,77) 6,33 (3,01 — 14,81 3,97 (1,00 — 13,92 < 0,001

Controlos 2,51 (1,01 — 4,62) 5,45 (3,07 — 10,04 2,32 (1,37 — 4,88) < 0,001
LFpas (MMHJ)

Doentes 4,67 (1,99 —10,49) 39,88 (27,54 — 81,03) 40,62 (20,83 — 99,44 ** < 0,001

Controlos 4,93 (3,07-8,71) 36,54 (13,64 — 74,38) 16,22 (6,01 — 35,63) < 0,001

$ Valor deP relativo ao teste de Friedman.
Comparacdepost- hoccom Basal utilizando teste de WilcoxonPa¥ 0,001; b)P < 0,005; c)P = 0,001; d)P < 0,05.
Teste de Mann-Whitney para comparacdo Casdsontrolos na mesma fase da prov&:* 0,01; **P < 0,005.

Resultados expressos em mediana (percents7Z.
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Variabilidade da presséao arterial sistolica

No periodo basal, ndo observamos diferenca no coemp® de baixa frequéncia da
variabilidade da PAS.

Durante a manobra de Valsalva verificamos um auonéais Liras em ambos 0s grupos, em
relacdo ao periodo basal, mas ndo observamosrdiferesignificativas nas poténcias deste
componente entre o0os grupos. Nos primeiros 30 segurdb periodo pds-Valsalva
observdmos um grande aumento dasakEm ambos os grupos. Nos doentes o aumento foi
cerca de 10 vezes o valor observado durante odueb@sal e, nesta fase da prova, a poténcia
das Lkas foi significativamente mais elevada em relacaocaodrolos.

N&o observamos diferencas significativas na poéédes Lbas durante o periodo poés-
Valsalva nos doentes com ou sem antecedentes de HEMAfuncdo da presenca de
obesidade, de antecedentes familiares de nefsaljtimlas forma de tratamento, de
complica¢Bes da litiase, dos indicadores de aciilce das alteracdes urinarias relacionadas

com o risco litogénico.

--4&-- Normotensos
10 ] —a— Hipertensos

LF/HF
(93}
|

T T T T T
Basal Valsalva Pés-Valsalva

Figura 13 —Relacdo LF/HF durante a manobra de Valsalva nose®enm e sem antecedentes de hipertensao.
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Prova de Respiracdo Profunda Compassada

Analise no dominio do tempo

Na prova de respiracdo profunda compassada, aewig@armédia da FC entre a fase
inspiratoria (1) e a fase de expiratoria (E), (@g3a pelo R6), foi normal em 25/30 doentes
com nefrolitiase (83,3%) e 27/30 controlos sauda{89,0%) P = NS).

No grupo de doentes, ndo relacionamos a obserdiz@alor de R6 inferior ao normal com
nenhum destes factores: antecedentes de HTA, alesidntecedentes familiares de litiase
renal, complicacbes, forma de tratamento, indicaslate actividade e alteracfes urinarias

relacionadas com a litiase renal.
Analises no dominio do tempo/frequéncia

Variabilidade da frequéncia cardiaca

No periodo basal, as analises efectuadas com sfdravada dewaveletsdemonstraram
menor variabilidade da frequéncia cardiaca no grdpodoentes do que nos controlos,
manifestada por menor poténcia dasd E HRrr (Quadro XVI). Nos resultados analisados
com a transformada de Hilbert-Huang, observdmasrafita significativa na poténcia das
HFgrr entre os doentes e os controlos (Quadro XVII).

Durante a respiracéo profunda compassada observamasmento significativo da poténcia
das Lkg, cerca de 10 vezes superior ao valor basal. Céanpesva, verificamos aumento
nos dois grupos, o que traduziu o aumento normaatizidade parassimpatica durante a
respiracdo profunda compassada. A variacdo dag ¢ftre o periodo basal e o periodo em
respiracdo profunda foi significativamente menor grapo de doentesP(< 0,05). Este
resultado foi confirmado pelos dois algoritmosizditlos na analise dos resultados.

No grupo de doentes, verificamos que a variacdo Ldigg entre o periodo basal e a
respiracdo profunda foi significativamente menorsnbgrupo de doentes hiperuricosuricos
em relacdo aos doentes com excrecdo de acido moicnal [mediana: 1670,1 (920,8 —
3390,7)vs 5733,4 (3645,9 — 11110,9) Mmsespectivamente? < 0,005]. Apés excluséo da
andlise dos doentes hiperuricosuricos, as difeseneavariacdo das kk entre doentes e
controlos deixaram de ter significado estatistico.

N&o observamos diferencas na poténcia dag k&lacionadas com a existéncia de outras
alteracbes metabdlicas relacionadas com a nedissitianto no periodo basal como durante a

respiracdo profunda. Ndo observamos diferencasotémgia das Lgr relacionadas com a
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existéncia de antecedentes de HTA, de obesidadmtdeedentes familiares de nefrolitiase,

de complicacOes da litiase, da forma de tratamedius indicadores de actividade da doenca.

Variabilidade da presséo arterial sistélica

N&o observamos diferencas na poténcia dagadtos dois grupos durante o periodo basal.
Durante a respiracao profunda verificamos um aumnsighificativo da Las em ambos os
grupos, em comparagao com as poténcias basaisitBltt@ ndo observamos diferengas com
significado estatistico entre doentes e controloartte o periodo basal e durante a respiracao

profunda.

Quadro XVI — Resultados da transformadaveletsna prova de respiracéo profunda (30 doentes er&bobos)

Basal Respiragéo profunda ps

LFrr (MS2)
Doentes 199,5 (75,2 — 839,6) 3286,2 (1268,7 — 6864,7) < 0,001
Controlos 599,2 (197,5 — 1338,3) 5657,1 (2875,9 — 11006,8) < 0,001
HFrr (MS2)
Doentes 76,4 (51,8 — 221,3) 537,4 (92,9 — 944, P < 0,001
Controlos 448,9 (158,4 — 633,4) 819,1 (434,8-1593,1) < 0,001
LF/HF

Doentes 1,78 (1,08 — 2,95) 7,21 (4,71 - 11,56) <0, 001

Controlos 1,66 (0,77 — 2,67) 7,41 (4,83 -11,22) < 0,001
LFpas (MMH)

Doentes 3,44 (1,91 -7,21) 23,38 (7,58 — 65,60) <0,001

Controlos 4,28 (1,84 — 5,55) 13,16 (7,44 — 22,26) <0,001

§ valor deP relativo ao teste de Wilcoxon.
Teste de Mann-Whitney para comparagcao com o mesniode entre doentes e controlosPaj 0,05; b)P = 0,001.

Valores expressos em mediana (percentis Z5).
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Quadro XVII — Resultados da prova de respiracdo profunda anatigsla transformada de Hilbert-Huang (30 doentes e
30 controlos)

Basal Respiracao profunda pS

LFrr (Ms2)

Doentes 206,6 (90,4 — 1027,1) 4117,8 (1548,6 —11184,8) < 0,001

Controlos 632,7 (299,8 — 1450,4) 7105,9 (4025,5-16941,0) < 0,001
HFrr (MS2)

Doentes 75,9 (47,3 =390, 437,2 (78,5 -914,% < 0,001

Controlos 479,2 (157,0-701,9) 923,3(347,3-1554,1) =0,001
LF/HF

Doentes 2,56 (1,48 — 4,35 10,04 (7,15 - 18,59) < 0,001

Controlos 1,56 (0,99 — 2,45) 10,13 (6,73 — 15,38) < 0,001
LFpas (MMHG)

Doentes 3,39 (2,33 -9,07) 27,47 (9,04 — 62,66) < 0,001

Controlos 4,61 (2,03 - 5,79) 15,48 (10,87 — 25,98) < 0,001

% Valor deP relativo ao teste devilcoxon.

Teste de Mann-Whitney para comparacdo com o mesmiodp entre doentes e controlosPad 0,05; b)P <
0,001.

Valores expressos em mediana (percentis 25 — 75).

Resultados de acordo com o protocolo de Ewing mioddo

Concluiram o conjunto das cinco provas destinadasatiar a actividade autonémica de
acordo com o protocolo de Ewing 29 dos 30 controlos

Observamos alteracdes em um ou mais testes autwo®mods doentes e nos controlos. O
namero de testes que apresentaram alteracdesifmi moagrupo de doentes, todos com duas
ou mais provas alteradas (mediana = 3), enquantgrmoo de controlos a mediana do
numero de provas com alteracdes foi € 2 0,001).

VerificAmos que as alteracfes foram mais frequamssprovas em que a avaliacéo incidiu
predominantemente no ramo simpatico do SNiA, (handgrip e aritmética mental). As
alteracdes consistiram no aumento mais intensoctieidade simpatica em resposta aos
diferentes estimulos. O nimero de provas em quenai®os este aumento foi maior no
grupo de doentes, dos quais 20 apresentaram éksraip conjunto das trés provas e nos

restantes 10 documentamos alteracdes em duas.ugo de controlos, em 10 individuos
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observamos alteracdes em trés provas, em 16 indiwidncontramos alteracbes em apenas
duas e nos 3 restantes alteracdes numa unica ({eva,01).

O numero de participantes em que observamos d@&sagm pelo menos uma das provas
destinadas a avaliacao da actividade do sistermasgeparassimpéatico foi maior no grupo de
doentesr{ = 11) do que no grupo de controlos<3) (P <0,05).

Quando as alteracdes das provas autonémicas fardificadas de acordo com uma escala
de gravidade e considerado o somatorio do conjdat cinco provas autonémicas, nao
encontrdmos diferencas significativassoorede Ewing entre doentes e controlos [mediana:
5,0 (5,0 — 6,0¥s.4,0 (4,0 — 6,0), respectivamenies NS].

No grupo de doentes, o numero de provas em queeochiperactividade simpatica foi
maior nos ndo obesos do que nos obeBos @,05). Observamos uma correlacdo negativa
entre o numero de provas com hiperactividade siagéto IMC (r de Spearman = -0,4%4;

= 0,005). Nao encontramos diferencas no niumeraaep em que ocorreu hiperactividade
simpatica em funcédo da existéncia de: antecedémteitiares de nefrolitiase, antecedentes
pessoais de HTA, complicacbes da litiase, formaratamento (incluindo realizacdo de
tratamentos com LEOC) e alteragdes urinarias kadas com o risco de litiase renal. Ndo
observamos correlacdo do niamero de provas comalipedade simpatica com os critérios
de actividade da litiase renal, nomeadamente doerairde episodios sintomaticos, do
intervalo de tempo entre episédios e do tempo decodesde o Ultimo episédio até a
realizacdo das provas autonémicas.

Nos doentes com litiase renal, associamos a presEndiperuricosuria com alteracdes em
pelo menos uma das provas destinadas a avaliastemsi nervoso parassimpatide £
0,005). Nao observamos associacdo entre a pregenghieracdes nas provas destinadas a
avaliar a actividade do parassimpatico com a exisdéde antecedentes de obesidade, HTA
ou qualquer dos restantes factores independentesteiio.

No grupo de doentes, considerado o conjunto dasphi@vas para avaliacdo da actividade
simpatica, oscorede Ewing foi superior nos que apresentavam angetes familiares de
litiase renal do que nos que ndo apresentavamesgaatecedentes (mediana 8% 4,0,
respectivamenteP < 0,005) e verificamos uma correlacdo negativaeeatidade do inicio
das queixas clinicas da litiase renalscorenas provas (r de Spearman = -0,485; 0,01).

O scoredo conjunto das provas simpaticas também foi measrdoentes com complicacdes
renais da nefrolitiase em relacdo aos doentes senplicacbes (mediana 3,8s. 5,0,

respectivamentd < 0,05).
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No grupo de doentes, considerando o conjunto c&® grovas, ndo verificamos diferencas
no valorscorede Ewing em funcdo da existéncia de antecedemtéfTd, de obesidade, de

antecedentes familiares de nefrolitiase, de comgies, da forma de tratamento (incluindo a
realizacdo de tratamentos de LEOC) e de alterap@abolicas relacionadas com a litiase

renal.

5.1.2 Andlise da Sensibilidade dos Baroreceptores

O tempo médio dos registos em decubito na anafissedsibilidade dos baroreceptores foi
301,3 £ 0,7 segundos. Em dois patrticipantes, unmtdo@.59 segundos) e um controlo (219
segundos) analisamos registos com duracgdo infpapexistirem artefactos no tragcado. O
namero médio de rampas de pressao arterial sefdliividuo foi de 47 + 25, que
determinaram uma média de 32 + 19 episédios deiB&H@Huo. O numero total de rampas
de PAS e o numero total de episodios de BRS foigmifisativamente mais elevados no
grupo de doentes (Quadro XVIII).

No conjunto dos episodios de BRS de subida e deiddesndo observdmos diferencas no
valor médio do declive das linhas de regressédontEnvialo RR em funcdo da PAS. No
entanto, o declive das rampas de descida foi ggtifamente menor no grupo de doentes
nos episodios de BRS sem atrasag(0) e nos episodios com atraso de 1 ciclo cardizag

1).

N&o observamos diferenca no BEI entre os dois grugo grupo de controlos, identificamos
qguatro individuos com menos de 10 rampas de PAS8sedeles apresentaram um valor do
BEI muito reduzido (inferior a 40%). Apos a exclosiestes controlos da analise, continuou
a nao existir diferenga significativa entre doemtesntrolos.

O declive das rampas de descidag O foi menor nos doentes hiperuricosuricos em
comparacao com aqueles em que a excrecao urirgdéeidb arico era normal [mediana: 9,3
(5,8 —13,3¥s 15,6 (12,7 — 20,4) ms/mmHg, respectivameRte;0,05]. Quando os doentes
hiperuricosuricos foram excluidos da andlise, ardifca do declive das rampas de descida
Lag 0 entre doentes e controlos ndo apresentou sigddiestatistico.

O declive das rampas de descidag 1 foi menor nos doentes que apresentaram
complicacfes da litiase renal comparativamente @®oioentes sem complicacdes [mediana:
7,0 (4,6 — 8,9ys 14,4 (8,5 — 20,3) ms/mmHg, respectivameRte; 0,01]. Apds exclusédo da
andlise dos doentes com complicacdes da nefreljtéssdiferencas do declive das rampas de

descidd_ag 1 entre doentes e controlos ndo apresentaranfisagit estatistico.

91



N&o observamos diferencas no declive das rampdsséda (com ou sem atraso) em funcéo
da existéncia de antecedentes de HTA, obesidadatos factores em estudo.

No grupo de doentes, ndo observamos diferencadinohero total de rampas de PAS, do
namero total de episddios de BRS e do BEI em fudg&dactores independentes em estudo.

Quadro XVIIl - Resultados da andlise da sensibilidade dos bardoeespelo método sequencial
Controlos Doentes P
(n=30) (n=30)
N° rampas PAS 38 (18 — 56) 54 (34 -79) < 0,05
N° episodios BRS 23 (14 - 35) 35(22-52) <0,01
BEI (%) 74 (59 — 82) 71 (53 - 85) 1,000
Slope(ms/mmHg)
Lag 0
Subida 17,2 (10,2 - 24,2) 12,8 (7,8 — 21,0) 0,200
Descida 18,0 (10,4 —22,1) 12,2 (7,3-16,5) <0,05
Total 15,1 (10,6 — 20,0) 12,8 (7,6 — 22,0) 0,065
Lag 1
Subida 15,1 (10,5 - 20,5) 11,7 (7,5 -21,0) 0,461
Descida 15,6 (10,7 — 22,0) 10,1 (7,0-17,0) <0,05
Total 15,1 (10,6 — 20,0) 12,8 (7,6 — 22,0) 0,152
Lag 2
Subida 14,9 (6,7 — 25,8) 12,0 (6,0 — 19,2) 0,491
Descida 12,3 (7,4 - 19,6) 12,1 (7,1 -18,5) 0,956
Total 16,2 (9,5 - 23,8) 12,2 (6,5-19,5) 0,121

Teste de Mann-Whitney.
Resultados expressos em mediana (percents7s).
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5.2 Resultados das experiéncias em modelos animais

5.2.1 Modelo de ratos Zucker obesos

Os ratos Zucker adultos desenvolveram obesidadeciapel: as experiéncias foram
efectuadas com idade compreendida entre 19 e 2ahssne o0 peso de 592,1 + 14,1 g.

O consumo de alimentos, peso das fezes, volumguieiagerida, diurese e outras variaveis
analisadas nos ratos Zucker obesos encontramsuidas no Quadro XIX. A funcéo renal e
restantes parametros bioquimicos encontravam-deodios parametros de normalidade para
a espécie. A PA e a FC corresponderam aos valesesiths na literatura para esta estirpe de
ratos [241;242].

A analise histolégica demonstrou que os rins dossrZucker obesos apresentavam um
acentuado aumento das dimensdes dos glomérulosenhmto, nenhum destes animais
desenvolveu célculos renais, nem alteracdes dagogllou do intersticio compativeis com
obstrucdo (Figura 14). As coloracbes de Gomori ® Kossa confirmaram a auséncia de
depdsitos cristalinos de uratos e de calcio, res@asente. Na Figura 15 pode observar-se a
medula normal de um rato Zucker obeso; nesta figaraoloragdo de von Kossa torna

evidente a auséncia de cristais contendo calcio.

Quadro XIX — Caracteristicas dos ratos Zucker

Zucker obesos

(n=7)
Idade(semanas) 21,711
Pesa(g) 592,1+14,1
Alimento consumiddg/dia) 34,7+6,5
Peso fezefg/dia) 6,6 1,0
Agua ingeridgml/dia) 22,0+5.2
Diurese(ml/dia) 11,5+0,2
pH urina 7,0£04
Creatinina(umol/l) 10,6 £ 17,7
Clearance da creatinirfenl/min) 7,2+0,8
PA média(mmHg) 139+6
Frequéncia cardiagapm) 372+ 20
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Figura 14 —Cértex renal de um rato Zucker obeso. Observameseégllos aumentados de volume. Os tdbulos e o
intersticio ndo apresentam alteracdes (Hematoxilivgina, ampliacdo 100x).
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Figura 15 —Medula renal de um rato obeso demonstrando a aas#mcalculos ou cristais (von Kossa; ampliagdg.10
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5.2.2 Resultados do modelo de nefrolitiase experime  ntal induzida por calcitriol e

etileno glicol
Dos 20 ratos Wistar que desenvolveram nefrolitid@s€35%) apresentaram insuficiéncia
renal grave (creatinina sérica entre 152 e 4B@ol/L). Ndo encontrdmos relacdo da
gravidade da insuficiéncia renal com a duracao rdtarmento: 3/7 ratos foram tratados
durante quatro semanas e 4/7 durante 2 semBmasl(000). Excluimos os resultados dos
ratos com insuficiéncia renal grave da andlisecjpal mas posteriormente utilizamos os
resultados desse grupo para comparacoes adiciem@és ratos com nefrolitiase com e sem
insuficiéncia renal. Assim, o0s ratos que permaragueno grupo com nefrolitiase € 13)
apresentaram creatinina séricd03umol/L, sete foram tratados durante duas semanais e s
durante quatro semanas.
Os ratos com nefrolitiase apresentaram ingesta@gda e diurese significativamente mais
elevados quando comparados com o0s controlos. Na&enagmos outras diferencas
significativas nas caracteristicas gerais dos gloipos (Quadro XX).
A creatinina sérica, comparativamente com os ctod#yera ligeiramente mais elevada no
grupo com nefrolitiase mas as analises bioquinméasmostraram diferencas significativas
nos outros parametros sericos entre os dois gr@msatos tratados com calcitriol e etileno
glicol apresentaram um aumento significativo dareg@o urinaria de célcio e de oxalato
comparativamente com os ratos do grupo de contr@opH, a densidade da urina, e a
excrecao urinaria de fosfato e acido urico foragmificativamente menores nos ratos com
nefrolitiase (Quadro XXI).

Quadro XX — Caracteristicas basais dos ratos Wistar que pere@maaio estudo

Controlos Nefrolitiase P

(n=14) (n=13)
Idade (semanas) 20,011 21,4+15 0,463
Sexo (machos: fémeas) 10:4 9:4 1,000
Peso(g) 404 + 25 357 £ 30 0,231
Alimento (g/24 h) 21,4+£15 20,1 £8,9 0,635
Fezes (g/24 h) 8,2+0,8 7,8+0,9 0,713
Agua ingeridgml/24 h) 33,9+3,6 54,4 + 3,9 < 0,001
Volume urina(ml/24h) 11,1+0,6 31,8+34 <0,001
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Quadro XXI — Resultados laboratoriais dos ratos dos grupos dectm® de nefrolitiase

Controlos Nefrolitiase P

(n=14) (n=13)
Creatinina séricgmol/L) 34+4 79+6 <0,001
Célcio séricdmmol/L) 2,15+ 0,05 2,25+ 0,02 0,058
Fosforo séricgmmol/L) 2,23+0,13 2,84 +0,29 0,071
Acido urico séricaumol/L) 68 + 18 108 + 28 0,221
Sadio séricdmmol/L) 143+ 2 138+ 3 0,096
Potassio séricemmol/L) 42+0,1 51+04 0,067
Cloro séricalmmol/L) 106 £ 2 103+2 0,246
Clearance creatinina normalizada0,73 + 0,09 0,28+0,05 <0,001
(ml/min/100 g peso corporal)
pH urina 8,2+0,8 7,8+3,3 0,003
Densidade urinaria 1047 £3 1017+2  <0,001
Célcio urinario(mmol/24 h) 0,038 £0,004 0,098 +0,016 0,004
Oxalato urinarigmmol/24 h) 0,006 £0,001 0,016 +0,004 0,045
Fosfato urinarigqmmol/24 h) 0,008 £0,002 0,003 +0,001 0,021
Acido rico urinarioimmol/24 h) 0,012 +0,000 0,006 + 0,000 <0,005

N&o observamos diferencas na excrecao de catecalama urina das 24 horas entre ratos

com nefrolitiase e controlos (Quadro XXII).

Quadro XXII — Catecolaminas urinarias

Controlos Nefrolitiase P
(n=14) (n=13)
Catecolaminas totgsy/24 h) 8,2+21 7,7+£1,8 0,843
Norepinefrina(ug/24 h) 0,93+0,17 0,64 +0,17 0,250
Epinefrina(ug/24 h) 0,16 + 0,03 0,10 + 0,03 0,198
Dopamina jg/24 h) 71+2,0 6,9+1,7 0,945
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Analise histologica do tecido renal

Todos os ratos tratados com calcitriol e etilenicoyldesenvolveram nefrolitiase, com
numerosos depdositos intra-tubulares de cristarggagos de cristalinos e céalculos aderentes
as papilas renais (Figura 16). As alteracdes ldigiods incluiram ainda dilatacdo dos tubos
renais e fibrose intersticial.

Nos ratos do grupo com nefrolitiase e creatininanabe naqueles cujo valor de creatinina
era ligeiramente elevado mas nédo levou a exclusdandlise, ndo observamos alteracdes
significativas dos glomérulos. Nos ratos deste grgpe desenvolveram insuficiéncia renal
mais grave (creatinina sérica > 1odol/L), o exame histologico revelou glomerulosctEo
segmentar escassa, atrofia tubular e denso idfiltiaflamatorio associado a fibrose intensa
do intersticio. N&o observamos lesbes significatilbs vasos renais nos ratos com
nefrolitiase.

No grupo de controlos, ndo observdmos calculosgengaalteracdes tabulo-intersticiais em

nenhum dos rins.

Analise de variabilidade da frequéncia cardiacae d a pressao arterial

N&o observamos diferencas nos valores basais da Fla PA entre os grupos com
nefrolitiase e de controlo. A frequéncia respiliatdoi menor nos ratos que desenvolveram
calculos renais (diferenca: 20 + 6 cpeng 0,005).

A andlise da variabilidade da FC mostrou que anpmédas Lkg foi significativamente
menor nos ratos com nefrolitiase em relacdo aasatos, tanto em valor absoluto como em
unidades normalizadas. Ndo observamos variacoesicigivas das Hkr comparadas em
valor absoluto, mas as Rkexpressas em unidades normalizadas foram signAcaente
mais elevadas no grupo com nefrolitiase. Nos retms nefrolitiase, a relacdo LF/HF foi
menor comparativamente com os controlos (QuadrdIXXI

Nao verificAmos diferenga na variabilidade da PANte ratos com nefrolitiase e controlos.
Nos ratos com litiase renal, ndo observamos difaseda variabilidade da FC ou da PAM

entre animais tratados durante duas e quatro semana
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Figura 16 —Histologia dos rins dos ratos de controlo e cdfade renal.
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Legenda da Figura 16a) Medula renal normal num rato de controlo (HemditeeiEosina, ampliagdo 400X}) multiplos
célculos junto da papila, dilatac8o tubular, adhetso e atrofia das células tubulares, e lesdordiglio num rato com
nefrolitiase (Hematoxilina-Eosina, ampliagdo 40(g); Coloracdo pelo Periodic acid-Schiff (PAS) dum rim acbntrolo
(ampliac&@o 400x)(d) rim de rato com nefrolitiase revelando espessaneptegueamento das membranas basais dos tubos
renais, associado a intenso infiltrado inflamatd intersticio por células mononucleadas (colara@dS, ampliagéo
400x); (e) coloragéo pelo tricromio de Masson mostra auséteifibrose no rim dum rato de controlo (ampliab8s); (f)

rim de rato com nefrolitiase revelando distor¢donuedula renal em consequéncia da presencga de iosilgalculos
associada a fibrose moderada, mais proeminenteoranidade de tubos lesados (tricromio de Massomliagdo 50x)(g)

a coloracéo castanha pelo método de von Kossarcanéi presenga de célcio nos célculos renais mardeirato do grupo
de nefrolitiase (ampliacéo 200%)i) uma pequena artéria e arteriola coradas pelactédei Verhoeff demostram a auséncia
de lesdes vasculares no rim dum rato com nefreditfampliacdo 400x).

Quadro XXIIl — Analises de variabilidade cardiovascular obtidan ectransformada de Fourier

Controlos Nefrolitiase P

(n=14) (n=13)
Presséao arterial médimmHgQ) 116+ 3 109+4 0,281
Frequéncia cardiagapm) 405 + 10 373+16 0,100
Frequéncia respiratori@pm) 81+4 61+13 0,002
LFgrr () 0,030 + 0,005 0,014 + 0,003 0,010
LFrs (N.U.) 72+1,0 41+1,0 0,037
HFgr (59 0,519 + 0,120 0,738 + 0,348 0,544
HFrr (N.U.) 92,8+1,0 95,9+1,0 0,037
LF/HF 0,08 + 0,01 0,04 £ 0,01 0,042
LFpav (MMHG) 2,35+ 0,60 2,17 + 0,54 0,823
LFpam (n.U.) 46,8 +5,1 33,5+6,2 0,106

A comparacao dos resultados da variabilidade daléxCratos do grupo com nefrolitiase e
creatinina< 103umol/L com os resultados dos ratos excluidos dasangtincipal por terem
desenvolvido insuficiéncia renal grave mostrou @gusites diferencasl) a poténcia das
LFgrr foi significativamente mais elevada nos ratos awsuficiéncia renal [mediana: 3,2 (1,6
— 5,7)vs 14,0 (5,4 — 21,3) n.uB < 0,001];b) a poténcia das Hiz foi menor nos ratos com
insuficiéncia renal [mediana: 96,8 (94,3 — 98,4)86,0 (78,6 — 94,6) n.uB = 0,005];c) a
relagcdo LF/HF foi maior nos ratos com insuficién@aal [mediana: 0,03 (0,02 — 0,08
0,16 (0,06 — 0,27P = 0,005] (Figura 17).

N&o observamos diferenca na poténcia das\.entre ratos com funcao renal preservada e

com insuficiéncia renal.
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Figura 17 —Exemplos das analises espectrais da frequéncigacardbtidas com a transformada rapida de Fourier.
A) Rato de controlo; B) rato com nefrolitiase e fungénal preservada; C) Rato com nefrolitiase e iciguitia renal grave.
A menor frequéncia respiratdria dos ratos tratgshrs desenvolver litiase renal torna-se evident@ioo das Hkg no
espectro da frequéncia cardiaca.
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Sensibilidade dos baroreflexos

Avaliamos a sensibilidade dos baroreflexos em raimsgrupo com nefrolitiase tratados
durante quatro semanas e creatinina séfickb0 ymol/L (n = 6) e ratos do grupo de
controlos ( = 8). Nos ratos com nefrolitiase, observamos ummandicéo significativa da
bradicardia reflexa em resposta a injeccdo deefkimb que se traduziu num ganho do
baroreflexo significativamente menor neste grupocemparagdo com 0s ratos do grupo de
controlos (0,9 £ 0,8s2,8 + 0,6 ms/mmHg, respectivamerfes0,05) (Figura 18).

P <0,05
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0,0 T T T
Controlos Nefrolitiase

Figura 18 —Ganho do baroreflexo ap6s injeccéo endovenosandleffena.

5.2.3 Resultados do estudo da actividade do nervor  enal

Os ratos do grupo de nefrolitiage=(9) e do grupo de controlas £ 7) apresentavam funcéo
renal preservada no final do tratamento. Todos a®sr do grupo de nefrolitiase
desenvolveram célculos renais e obstrucéo tukedafirmados por exame histologico.

A ingestdo de agua foi significativamente mais &fl&vno grupo com nefrolitiase mas néo
observamos outras diferencas nas caracteristiGessbdos dois grupos. Nado observamos
diferencas nos parametros hemodinamicos basaes estratos do grupo com nefrolitiase e

do grupo de controlos (Quadro XXIV).
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Quadro XXIV — Caracteristicas gerais dos grupos de ratos incluid@studo da actividade do nervo renal

Controlos Nefrolitiase pS
(n=7) (n=29)

Peso corporalg) 460 (355 — 493) 407 (321 — 424) 0,210
Alimento (g) 27 (24 - 29) 27 (22 — 30) 1,000
FezeqQ) 10 (7 - 11) 10 (9 -12) 0,586
Agua ingeridgml/24 h) 30 (28 — 38) 60 (45-70) 0,015
Urina (ml/24 h) 12 (10 - 13) 32 (20-36) 0,002
Frequéncia cardiagapm) 413 (408 — 425) 416 (401 — 434) 0,864
Pressédo arterial médimmHgQ) 116 (110 -121) 104 (95 — 124) 0,529

8 Teste de Mann-Whitney

Com excepcao do sédio, cuja concentracdo sericendoior nos ratos com nefrolitiase, os

restantes valores séricos foram semelhantes em sarobo grupos (Quadro XXV).

Comparativamente com o0s controlos, os ratos comolitefse apresentaram menor
densidade urinaria [mediana: 1051 (1041 — 18561022 (1019 — 1025pP < 0,005)] e pH
urinario mais baixo [mediana: 7,8 (7,6 — 8/8)7,1 (6,9 — 7,3)P = 0,001].

Quadro XXV — Resultados das analises bioquimicas dos dois gdepxtos

Controlos Nefrolitiase pS
(n=7) (n=9)

Creatinina séricémg/dl) 0,46 (0,34 - 0,47) 0,64 (0,42 - 0,98) 0,519
Acido arico séricdmg/dl) 1,00 (0,65 — 1,95) 0,9 (0,50 - 2,3) 0,938
Célcio séricdmg/dl) 8,3 (8,2-8,6) 8,6 (8,2-19,2) 0,552
Fosforo séricdgmg/dl) 72(7,1-7,7) 79 (7,4-8,1) 0,470
Saodio séricdmmol/L) 146 (143 — 150) 143 (137 —-144) 0,037
Potassio séricemmol/L) 4,0 (4,0-4,2) 4,6 (4,2-5,0) 0,066
Cloro séricalmmol/L) 109 (107 — 113) 107 (103 — 109) 0,118
Densidade urinaria 1051 (1041 — 1056) 1022 (101025) <0,005
pH urinario 7,8 (7,6 —8,0) 7,1(6,9-7,3) 0,001
Clearance da creatinina 0,50 (0,43 — 0,66) 0,49 (0,25 -0,73) 0,758

normalizadgml/min/100 g peso)

3Teste de Mann-Whitney
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No periodo basal, o numero de impulsos/segundaenamenal foi significativamente mais
elevado no grupo de ratos com nefrolitiase emdelapm os controlos [mediana: 0,50 (0,40
—080)vs 0,30 (0,13 - 0,35) impulsos/segundo, respectivéene < 0,05] (Figura 19).

Basal 20 min post obstruction
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Figura 19 —Actividade no nervo renal (RNA) nos ratos com lgiasnal e nos controloSian).

No momento e ap0ds a clampagem do ureter observémasliminuicdo acentuada da PA em
ambos os grupos. Esta diminuicdo foi transitoriawgto breve, relacionada provavelmente
com a manipulacdo do ureter, como se comprovou petpesso dos parametros
hemodinamicos aos valores iniciais cerca de 10nskxpuapos esta manobra.

Nos ratos com nefrolitiase, apos 20 minutos dewffb continua do ureter observamos uma
diminuicao significativa da ANR ipsilateral em coan@cdo com os valores basais [mediana:
0,50 (0,40 — 0,80ys 0,30 (0,20 — 0,60) impulsos/segundo, respectintené < 0,05]
(Figura 20). No grupo de controlos, ndo observawagcao significativa da ANR entre o
periodo basal e durante a obstrucao do ureter.

Nos ratos com nefrolitiase, observamos um aumegifisativo da FC durante a obstrucéo
subaguda em comparagao com a FC basal [mediang3826- 434)vs 429 (391 — 451)
bpm, respectivament®, < 0,05]. Neste grupo, durante a obstrucao nadic@mos diferenca
significativa da PAM em relacdo ao registo basal.giupo de controlos, ndo observamos
diferencas significativas na FC ou na PAM entrenaslicdes efectuadas durante o periodo

basal e apds 20 minutos de obstrucao.
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Figura 20 —Actividade do nervo renal em condi¢fes basais ardembstrucdo ureteral.

5.2.4 Resultados do modelo de desenervagéo unilater  al do rim

Nove ratos Wistar submetidos a desenervacdo desquerdo sobreviveram durante quatro

semanas de tratamento. Macroscopicamente, todasossapresentavam um grande aumento
das dimensbes de ambos os rins, que apresentavancampalida e heterogénea, com

ponteado branco visivel na sua superficie cortieal.dois ratos, o rim esquerdo encontrava-
se muito dilatado e com sinais evidentes de det&d@® da sua estrutura. A andlise

histologica demonstrou lesdes extensas de nedexse,que impediu a avaliacdo da presenca

de célculos ou lesBes do parénquima renal nestesudionais (Figura 21).

R

Figura 21 —Rim desnervado muito dilatado e com sinais macrosesmge necrose.
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O doseamento de noradrenalina foi superior nosamesvados comparativamente com 0s
desenervados [mediana: 245 (39 — 6825 (16 — 133) ug/LP < 0,005].

A histologia mostrou numerosos depositos intrafades de cristais em ambos os rins, desde
0 cortex até & medula, com agregados de cristeddcalos aderentes as papilas renais, por
vezes provocando obstrucdo total dos tubos reragurg 22 e Figura 23). A maior
guantidade de cristais observou-se no coértex, semelvor na zona de transi¢cdo cortico-
medular e medula. Todos os céalculos continhama&cnforme confirmado pela coloracdo
de von Kossa (Figura 24).

Observamos dilatacdo muito acentuada dos tubulesgdedo coértex até a papila, com
distorcdo da arquitectura e atrofia tubular. Muttdsulos estavam destruidos e apresentavam
cilindros celulares e hialinos. Em alguns casosxistiam tubulos completamente destruidos
e outros relativamente preservados.

Em cerca de metade dos casos ndo observamos @eragomerulares, mas alguns
glomérulos apresentavam hipertrofia e outros dim#w da populacdo celular (atrofia do
tufo) ou sinais de esclerose focal. Os vasos né&saptavam alteracdes estruturais (Figura
25). Em alguns casos, a zona de transicao e a aeguesentavam extenso infiltrado
inflamatorio e estase vascular. Observamos fibiat®esticial ligeira a intensa em todos os
rins (Figura 26).

- . q A
! X f i \ j
Figura 22 —Cortex do rim direito (enervado) com inUmeros cisséaagregados de cristais nos tubos renais lesées
glomerulares significativas (hematoxilina-eosimap#iacéo 50x).
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Figura 23 —Célculos da papila com rotura do urotélio e libéitagos calculos (hematoxilina-eosina, ampliacax)100

Figura 24 —A coloragdo de von Kossa confirma a presenca @#ocabs cristais presentes na regido medular (aggsi
400x).
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Figura 25 —Arteriola do cortex mostra a inexisténcia de alt@es das paredes dos vasos (PAS, ampliacéo 400x).

Figura 26 —Fibrose intensa evidenciada pela cor azul da zamaetlula (tricromio de Masson 50x).
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N&o observamos diferencas significativas na quadédde célculos e/ou cristais nem na
gravidade das restantes lesbes histoldgicas nesdeanervados e nos rins contralaterais
(Quadro XXVI).

Quadro XXVI -- Comparagao das alteracdes histolégicas nos rinaet@selos e nos rins de controlo

Rins Controlo Rins Desenervados P

(n=7) (n=7)
Cristais/calculos 0,500
Ausentes (0+) 0 0
Escassos/dispersos (1+) 0 2
Abundantes ou agregados (2+) 6 4
Muito abundantes (3+) 1 1
Tabulos 1,000
Normais 0 0
Dilatados
Intersticio 1,000
Sem fibrose 0 0
Fibrose escassa 5 5
Fibrose intensa
Glomérulos 1,000
Normais
Alterados 4 4
Vasos 1,000
Normais 7 7
Alterados 0 0

Teste do sinal.
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6. Discussao e comentarios

Por comodidade, dividimos a discussédo e consequetggretacdo dos resultados
das diferentes experiéncias em duas seccdes: sBecus resultados do estudo

clinico e das experiéncias em modelos animais.

6.1 Discussao dos resultados do estudo clinico

A nefrolitiase esta associada ao aumento da preialé da incidéncia de HTA. Um
estudo epidemiolégico recente efectuado na popalpgé&uguesa demonstrou maior
prevaléncia de doencas cardiovasculares nos ingisidom antecedentes de litiase
renal, incluindo uma associacao independente camfarte do miocardio no sexo
feminino [152]. Neste estudo foi demonstrado quereuitos casos a litiase renal
precedia o aparecimento destas doencgas, mas osismgoa que as relacionavam
com a litiase néo foram esclarecidos.

No nosso trabalho testamos a hipotese dos doemtes nefrolitiase poderem
apresentar alteracfes da actividade eferente do &Igrocuramos relacionar essas
alteracbes com a litiase renal ou com eventuaisodulidades existentes. Os
resultados demonstraram a existéncia de alteratgdestividade eferente do sistema
nervoso autbnomo nos doentes com nefrolitiase neatter, que se manifestaram por
alteracbes do controlo cardiovascular em algunedede funcdo autondmica. As
manifestacdes de disfuncdo autonémica eram ligeiesstornaram-se evidentes com
ferramentas para analise dos resultados no domédo tempo-frequéncia.
Acreditamos ser o primeiro trabalho em que a atdie¢ autondmica foi estudada e
onde foram descritas alteracfes em doentes caselitenal.

Por facilidade de exposicdo vamos dividir estaudiséo em trés partes distintas:
interpretacdo dos resultados das provas, influédes comorbilidades nos seus
resultados e consideracdes relacionadas com a ohegautilizada.
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6.1.1 Interpretacdo dos resultados

Prova de tilt

O tilt foi a prova que mais frequentemente revelou gifeadocumentadas em 96,7%
dos doentes. A mais frequente foi 0 aumento exeestsi PA durante o ortostatismo,
observado em 28 dos 30 doentes estudados. Oss/atdrdamos da PAS e da PAD
durante o ortostatismo foram significativamente syelevados no grupo de doentes
do que no grupo de controlo. No entanto, ndo olserg diferenca significativa na
variacdo PAS entre doentes e controlos. Este fagtiera ser explicado por dois
motivos: 1) os valores basais da PA foram maisaeles no grupo de doentes; 2) os
controlos saudaveis apresentaram variacfes da PlAFAD relativamente elevados,
em relacdo ao aumento esperado, superiores aosadesureferidos por outros
autores na prova dét em individuos saudaveis [243;244]. O aumento dafdtC
considerado excessivo em 13 doentes, 12 dos quaissemtaram respostas
hipertensoras. Estes resultados demonstraram gugupo de doentes, o0 aumento da
actividade simpatica durante o ortostatismo passe&ananifesta preferencialmente
nos receptores adrenérgicos vasculares. Esta piosslb parece ser confirmada pela
dissociacdo entre a variacdo dazkle da Lkpas durante o ortostatismo, no grupo de
doentes, e pode estar relacionada com a elevadalgmeia de HTA na populacdo
com litiase renal.

A elevada sensibilidade da prova tile para identificar alteracdbes hemodinamicas
relacionadas com o risco de HTA foi documentadavéidas décadas: em 1981,
Chrysantet al. [245] descreveram aumentos da FC, PAD e PAM erposts ao
ortostatismo passivo em doentes hipertensos e ioedmam as respostas
hemodinamicas com a gravidade da hipertensdo. 8egstes autores, 0 aumento da
PAD so6 ocorreu num subgrupo de doentes que apaesenima forma de HTA que
designaram como ‘labil’, ndo tendo observado aumemds doentes com HTA
mantida. Nestes, os autores observaram diminuigd®AS e da PAM durante o
ortostatismo. Quando estes investigadores comparasaesultados das provastite

e dehandgrip verificaram que a capacidade discriminatoria dava detilt para
identificar os subgrupos de doentes com HTA ‘labif mantida era superior a da
prova dehandgrip
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A reviséo da bibliografia da década de 1980 mosfoeio termo ‘hipertensao labil’
designava uma condi¢ao clinica caracterizada fareacédo ocasional de valores de
presséo arterial > 140/90 mmHg em individuos qué&trae ocasides apresentavam
valores de PA normais [246]. A designacdo ‘labil ¢ontestada por alguns autores
pelo facto das medigbes ambulatérias da PA docaremtflutuagbes consideraveis
dos valores da PA em individuos aparentemente seisd@ue ocasionalmente
apresentam valores elevados de PA em respostamadgactividades da vida diaria,
sem que possa ser atribuido qualquer significahicol a estes resultados [8]. Em
meados da década de 1980, Wiclkar al. [246] defenderam a existéncia da
‘hipertensao labil’ como uma entidade clinica aotéa e sugeriram que correspondia
a uma forma ligeira da doenca hipertensiva. Acteabe esta entidade clinica é
habitualmente designada por hipertensé@alerline

A hipertensadorderline é objecto de interesse cientifico e clinico ppatinente por
dois motivos: 1) as respostas hemodinamicas asvastimulos (incluindo a prova de
tilt) sdo muito caracteristicas e parecem correspoadarma fase especifica
(provavelmente a fase mais inicial) da doenca tepsiva, na qual estdo envolvidos
mecanismos fisiopatoldgicos diferentes dos queri@am a hipertenséo crénica; 2)
a hipertensadorderline € habitualmente diagnosticada em individuos cotnosu
factores de risco cardiovascular e com maior teridépara desenvolver HTA
mantida [247]. Estudos prospectivos efectuados @uftas jovens com hipertenséo
borderlinemostraram que o aumento da PAD durante a provit édstava associado
ao desenvolvimento de HTA e aumento do peso cdrghreante o periodo de
seguimento [248]. Por estes motivos, é actualme@emendado que os individuos
com hipertensadorderline tenham maior vigilancia clinica e, se possivetaf
modificacbes dos habitos de vida com o objectivong@edir o desenvolvimento de
HTA croénica [8;246].

As diferengas nas respostas hemodinamicas durat@ste de ortostatismo passivo
entre doentes com HTBorderlinee mantida podem estar relacionadas com o papel
do SNA no desenvolvimento da HTA. Este papel é @radante na fase inicial da
doenca hipertensiva e nos doentes mais jovens 424pP; Trabalhos em que se
utilizaram métodos de analise de frequéncias pastdar a variabilidade

cardiovascular demonstraram que 0 aumento da datigi simpatica precede o
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desenvolvimento da HTA: 1) a andlisewaveletsmostrou que a poténcia dasggF
durante o ortostatismo nos filhos normotensos d& g que um dos progenitores
apresentava hipertensédo era maior do que a domlentla mesma idade em que
ambos o0s progenitores eram normotensos [251]; rAntkio decubito, a poténcia das
LFrr € a relacdo LF/HF sao mais elevadas nos doenpestdnsos do que nos
controlos normotensos [252]. Outros autores demamash que a poténcia dasdsF
em decubito era mais elevada em doentes hipertemsonsdisfuncédo diastélica do
ventriculo esquerdo [253].

No nosso grupo de doentes, a auséncia de aumentdgiadurante o ortostatismo &
um resultado importante e muito sugestivo de digarautondmica. Durantetiti era
expectavel um aumento das Hgf tal como foi descrito por outros autores em
individuos saudaveis [229]. Esse aumento foi olagkrvnos nossos controlos
saudaveis e a sua auséncia nos doentes com IgiggFe uma diminuicdo do
cardioreflexo simpatico, que foi confirmada pelossultados do estudo dos
baroreflexos utilizando o método das sequéncias.

Nos doentes com nefrolitiase, a diminuicdo do ocaeflexo simpatico poderia ser
atribuida a existéncia duma subpopulacéo de dobigegensos. E do conhecimento
geral que nos individuos hipertensos a actividade&tica pode estar aumentada em
decubito [252] e, nesse caso, a hiperactividadel gleria condicionar o aumento
da actividade simpatica em resposta ao ortostatiftadaelliet al. [254] referiram
um aumento menos acentuado dassglElurante a prova deilt nos doentes
hipertensos quando comparados com controlos sasdd¥e nosso estudo nado
observamos diferencas significativas na varialikdda FC basal (nomeadamente da
poténcia das Lg) entre doentes e controlos, pelo que a ausénceunhento das
LFrr durante o ortostatismo néo seria explicada petoeato da actividade simpatica
basal. Além disso, ndo observamos relacdo enttsé@neia de aumento da poténcia
das Lkgr durante o ortostatismo e antecedentes de HTA e er@mntramos
associacdo com qualquer dos outros factores indept&es. A inexisténcia de estudos
sobre a actividade autondmica eferente em doemes reefrolitiase, ndo permite
confrontar os nossos resultados com os de outtoseau

Durante a prova dilt, a diminuigcdo das H{r ocorreu mais precocemente e de forma

mais acentuada no grupo de doentes. Este resuiltadoz um menor controlo
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parassimpatico da FC durante o ortostatismo quecioglamos com dois factores
independentes: obesidade e hiperuricosuria. Adelagm a obesidade esta de acordo
com estudos prévios que demonstraram que a potédasidilrr se correlacionava
inversamente com o IMC [255]. Outros estudos detnarzsn que a poténcia das
HFrr era menor em adolescentes obesos [256], em msll@resas antes da
menopausa [257] e em homens obesos com enfartaodardio [258]. No entanto,
no nosso estudo a obesidade nao explicou totalnaentaior reducdo das H&nos
doentes com nefrolitiase, como se demonstrou &t fdas diferencas das &k
entre doentes e controlos persistirem quando ostel@besos foram excluidos do
estudo.

Observamos que a poténcia daszklBurante o ortostatismo foi menor nos doentes
hiperuricosuricos comparativamente com os doerdes €crecdo normal de acido
arico. Ao excluirmos os doentes hiperuricosuric@s ahdlise, as diferencas da
poténcia das Hir entre doentes e controlos ndo apresentaram sighifiestatistico.
Este resultado sugere que a hiperuricosuria padenséactor mais importante do que
a obesidade para explicar a diminuicdo daggHfurante o ortostatismo. Como nao
observamos associacdo da hiperuricosuria com nemtmsnfactores independentes
em estudo, este resultado sugere que a hiperuti@opdde estar associada ao
aumento independente do risco de cardiovasculaddestes com litiase renal por
diminuicdo do controlo parassimpatico da actividadediaca. Ndo encontramos na
literatura meédica estudos relativos a este assunto.

Aparentemente, o aumento da relagdo LF/HF duramtgostatismo foi idéntico nos
doentes e nos controlos. Este aumento foi semell@nbbservado por outros autores
em individuos normais [229] devido aos mecanisngislfégicos de adaptacdo ao
ortostatismo. No entanto, uma analise mais atesgaasultados do grupo de doentes
demonstrou que o aumento da relacdo LF/HF durantélt oera explicado
exclusivamente pela diminuicdo das gdRno grupode controlos o aumento da
relacdo LF/HF traduzia fundamentalmente o aumeatpaléncia das L{r). Devido

a auséncia de aumento do componente gg, Ut grupo de doentes o aumento da
relacdo LF/HF mascarava uma diminuicdo da varddulie da FC durante o
ortostatismo resultante da diminuigdo excessiveHiag.
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Contrariamente ao observado nos controlos, o aun@ogressivo da poténcia das
LFpas durante o periodo de manutencdo em ortostatisnmstittd outra forte
evidéncia de hiperactividade simpatica nos doectes nefrolitiase. Este resultado
difere das observacoes efectuadas por Ducla-Seaeq229] que descreveram, em
individuos saudéaveis, um aumento da poténcia dassldarante a fase de adaptacéo
ao ortostatismo seguido de descida progressivaa gedéncia durante o periodo de
manutencdo em ortostatismo. Os resultados do nestsmlo demonstraram que o
estimulo simpatico eferente sobre o sistema vasdolamais intenso e mais
prolongado nos doentes com nefrolitiase e manifestode forma mais exuberante na
fase final da prova.

Observamos que a poténcia mais elevada dagsldurante o ortostatismo esteve
relacionada com a existéncia de um subgrupo deteloenm antecedentes de HTA.
Este resultado diverge de alguns estudos anterideesoutros autores que
demonstraram um aumento menor dasakFlurante o ortostatismo nos individuos
com hipertensdo em relacdo com controlos saudéwgi® aquela poténcia era ainda
menor nos doentes com hipertrofia ventricular estue254]. Uma possivel
explicacédo para a diferenca dos nossos resultadaglacdo a esses estudos seria a
menor gravidade da doenca hipertensiva no subgtegimentes hipertensos incluidos
no nosso estudo, nomeadamente a auséncia de thsHésgdo-alvo da HTA. Esta
possibilidade € corroborada pelo facto da maioda dossos doentes hipertensos
apresentarem HTA no estadio 1, de todos terem RAralada em repouso e de
nenhum doente apresentar antecedentes de doed@caaO© facto de o ortostatismo
nao inibir o aumento das kks pode ser explicado pela possibilidade dos doeates
litiase renal apresentarem uma forma de hipertemséal, ou borderling na qual

ainda podem ser identificados sinais de hiperalzoé simpatica.

Prova de handgrip

No nosso estudo, a percentagem de provas analisada®minio do tempo que
apresentavam resultados anormais na provhaaegrip foi ligeiramente inferior a
dos restantes testes da actividade simpética. Aomesmnsibilidade desta prova na
identificacdo de respostas excessivas em comparegdo a prova detilt foi

mencionada anteriormente [245]. No entanto, ndduégros a possibilidade dos
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critérios utilizados neste estudo para classifigarprovas como alteradas tenha
contribuido para aumentar a percentagem de falsgatinos. Contudo, salientamos
que o delta da PAD foi classificado como excessmo 83,3% dos doentes com
nefrolitiase, mesmo considerando os valores basaRAD significativamente mais
elevados neste grupo.
No nosso estudo o delta da PAD na provahdedgrip foi mais elevado em
comparacado com os resultados referidos na literatanto nos doentes como nos
controlos [259-262]. Sublinhamos este facto porquelevada percentagem de
respostas pressoras dos nossos controlos podentibaido para a auséncia de
diferencas significativas na distribuicdo dos resids.
Demonstrou-se que o aumento da PA durant@ralgrip estava relacionado com a
gravidade da HTA e com a existéncia de lesbes dg&os-alvo [263]. NO nosso
estudo, ndo relacionamos o aumento da PAD com s#éekia de antecedentes de
HTA ou com qualquer das varidveis independentedisadas. Alguns doentes
hipertensos faziam terapéutica hipotensora durasitprovas. E sabido que alguns
medicamentos hipotensores interferem com os relmgtda prova déandgrip nos
doentes hipertensos, nomeadamentef4doqueantes, por contribuirem para um
aumento maior da PA sistolica durante a prova [2Bhhum dos nossos doentes
estava medicado coffiibloqueantes porque foram suspensos pelo menosemena
antes da realizagdo das provas autonomicas. Qestsgam medicados com IECAs
ou bloqueadores dos receptores da Angiotensimaal$, ndo encontramos referéncias
gque associassem esses medicamentos a maior awdadPdd na prova deandgrip
A andlise dos resultados da prova ltendgrip no dominio do tempo-frequéncia
permitiram identificar trés alteracdes da varialitle da FC fortemente sugestivas de
disfuncdo autondémica nos doentes com nefrolitiase:

1) Menor variabilidade basal da FC, demonstrada pelaompoténcia das ki

e das HEkeg;
2) Diminuicdo mais acentuada dasddflurante o periodo dendgrig
3) Aumento muito acentuado da actividade simpéaticarmtero primeiro minuto
dehandgrip demonstrado pelo aumento da poténcia dag.LF

A diminuicdo da variabilidade da FC durante o phwidasal foi um resultado

inesperado por néo ter sido observada no pericgl Ha prova délt. Supomos que
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esta divergéncia esteja relacionada com a posigéaee se efectuaram os dois
registos (em decubito, na provatie e na posicdo sentada, na provehdedgrip.
Esta diferenca de posicao poderia explicar o fdetse observar uma diminuicdo da
variabilidade da frequéncia cardiaca nos registasaib em todas as provas
autondémicas efectuados em posicdo sentada nosedammh nefrolitiase.
Consideramos que a diminuicdo acentuada dag H&rante o periodo deandgrip
constitui uma manifestacdo de disautonomia, comgweal significado prognastico.
No grupo de controlos ndo observamos alteracadfisajiva do componente Hiz.
Kurita et al. [265] descreveram um aumento dasgrkiflurante ohandgrip em
individuos saudaveis, como consequéncia do aundenaatividade vagal. A auséncia
de aumento da Hir foi associada a aumento do risco de cardiopajigmica [237].
No grupo de doentes, o aumento dagd &urante o primeiro minuto deandgrip
acompanhado por aumento significativo da potén@a dFas, evidenciou um
aumento precoce e intenso da actividade simpagsaanprova. Neste grupo, o0s
aumentos da PA e das g4ds ndo ocorreram de forma linear duranteamdgripg apos
um aumento inicial, durante o segundo minuto dagkerificAmos uma diminuicao
da poténcia das ldxs para valores semelhantes aos observados durgméeiario
basal. Interpretamos esta diminuicdo como resultedoeajustamento da actividade
simpatica pelos baroreceptoré®seting) provavelmente como consequéncia da
hiperactividade simpatica inicial. Em teoria, n@éncia de reajustamento verificar-
se-ia um aumento progressivo da PA e dasd.Eom o prolongamento do tempo de
exercicio isométrico como consequéncia do aumembgregssivo da actividade
simpética [266]. O reajustamentios baroreceptores explicaria a descida brusca da
PA observada durante o segundo minuto hdedgrip em alguns doentes que
evidenciaram aumento mais intenso da actividadgaioa durante o primeiro
minuto. A auséncia do efeito desetingnos controlos seria explicada pelo facto de,
neste grupo, ndo se observar aumento significativactividade simpética durante o
primeiro minuto déhandgrip

Nos doentes com litiase renal, a hiperactividangaiica durante o primeiro minuto
de handgrip constituiu um resultado interessante. Como € dtv@ximento geral, o
aumento da PA nesta prova resulta de trés estirdiftrentes:
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1) Um estimulo central que resulta na estimulagdo 8 $ no efeito motor,
com um tempo laténcia de cerca de 3 segundos [@8]7;@ estimulo central
determina também uma inibicdo temporaria da actdedvagal [269]. A
reducado do controlo dos baroreceptores vagaisiagsoao aumento do débito
cardiaco — em consequéncia dos aumentgsreload e da contractibilidade
cardiaca — com mobilizacdo do sangue do territ@ésplancnico para a
circulacdo central, provocam um aumento quase media presséo arterial
[262].

2) Um reflexo mecanico (mecanoreflexo) provocado pskamulacao das fibras
nervosas sensitivo-motoras existentes no musctiiads, com um tempo de
laténcia superior a 6 segundos [270]. Estudos copp@r documentaram a
vasoconstricao renal provocada pelo mecanoreflexcaade 6 a 10 segundos
apos a contraccdo muscular e demonstraram a seeimdéncia do estimulo
central [271].

3) Um reflexo metabdlico (metaboreflexo) provocadapaitivacdo dos quimio-
receptores existentes no tecido muscular, em coése@@ da acumulacédo de
produtos do metabolismo muscular. Este reflexo semta um tempo de
laténcia superior a 60 segundos [272].

De acordo com 0s mecanismos descritos, 0 aumentactiladade simpéatica que
observdmos nos doentes com nefrolitiase durantdnteipp minuto dehandgrip
deveria resultar duma resposta excessiva ao estigritral ou duma resposta
excessiva ao mecanoreflexo. Dado que os dois nsmasise sobrepdem no tempo,
0s métodos de analise que utilizdmos ndo nos pexrmitliferencia-los.

No grupo de doentes, observamos um aumento sigtiviicda actividade simpatica
nos ultimos minutos deandgrip(no grupo de controlos os aumentos dassl-EFpas

e relagado LF/HF n&o foram significativos). Este aata coincidiu no tempo com o
valor maximo da PAD e devera ser interpretado coesnltado de uma resposta
excessiva ao metaboreflexo.

Existem trabalhos que sugerem que as respostassesae ao metaboreflexo podem
estar associadas ao desenvolvimento de hiperteesi@ioios efectuados durante a fase
de isquémia pékandgripdemonstraram que o metaboreflexo encontra-se aadwen

em doentes hipertensos em relagcdo aos controlosotemsos [273]. No entanto,
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neste estudo ndo encontramos diferencas signficatios deltas da PA diastélica
(critério utilizado para avaliacdo da prova no ddmho tempo) nem na poténcia do
componente de baixa frequéncia da PAS (utilizada a@aliar a prova no dominio do
tempo-frequéncia) entre doentes com e sem antdesdda HTA. Interpretamos a
hiperactividade simpatica dos doentes com nefashtiem resposta ao metaboreflexo,
independentemente de terem ou ndo antecedentesctmos de HTA, como uma
indicacado de que estes doentes apresentam umapreiisposicao para desenvolver

hipertensadorderline

Prova de aritmética mental

Na prova de aritmética mental, as analises no donda tempo ndo permitiram
identificar diferencas significativas nos deltas fa ou da PAS entre doentes e
controlos. Atribuimos esta limitacdo a dois motivdy os critérios para afirmar a
existéncia de aumento anormal da FC e/ou da PAlisstnesta prova nao se
encontram estandardizados; 2) os deltas da FCP&8ado nosso grupo de controlos
foram superiores aos relatados em individuos saislawutras populacdes [259].
Estas limitacbes s6 poderiam ser ultrapassadasssealores de referéncia da
normalidade fossem definidos com base numa amsiginéicativa de individuos da
populacdo portuguesa. No entanto, é de salientaragurespostas hemodinamicas
durante a aritmética mental foram classificadas cca@rcessivas em 86,7% dos
doentes, apesar dos valores basais da FC e da &88 significativamente mais
elevados neste grupo.

As andlises no dominio do tempo-frequéncia mostrague os doentes com
nefrolitiase apresentaram aumentos significativas ldwg, relacdo LF/Hkr e da
LFpas durante a aritmética mental. Estes resultadosizieain a influéncia dastress
mental na actividade simpatica eferente, o que dstdacordo com resultados
publicados por outros investigadores [274]. A aoséde variacdo significativa das
HFrr concorda com estudos prévios que demonstraram reormiafluéncia da
actividade vagal no controlo da frequéncia cardidaente a prova de aritmética
mental [275;276].

Neste estudo observamos diferencas relevantes anirespostas dos doentes e dos

controlos durante a aritmética mental: 1) contraeate ao observado no grupo de
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doentes, no grupo de controlos os aumentos dag ¢ Ea relacdo LF/HF nao foram
significativos; 2) a poténcia das #g4s durante a aritmética mental foi
significativamente mais elevada nos doentes comolitedse do que nos controlos.
Estes resultados demonstraram que o aumento d&adg simpatica em resposta a
estimulos centrais era mais intenso nos doentesnefmlitiase e manifestou-se por
um aumento significativo da actividade simpaticarsca fungéo cardiaca e sobre os
receptores adrenérgicos do sistema vascular, epacelaos individuos do grupo de
controlos.

Em conjunto, as duas provas pressonamndgrip e aritmética mental) demonstraram
gque a tendéncia para a hiperactividade simpaticeershda nos doentes com
nefrolitiase durante a prova dét era comum a outros estimulos simpaticos,
manifestando-se predominantemente por aumento sxcesla PA. Esta maior
actividade simpatica nos doentes com nefrolitiasmrrente pode ter significado
progndstico por o aumento da PA durante as provessgras estar associado a
aumento do risco de desenvolvimento futuro de HD®monstrou-se que o0s
individuos normotensos com antecedentes famil@eddTA apresentavam aumentos
superiores da PA durante a prova lendgrip e durante a aritmética mental
comparativamente a controlos normotensos e serarinigamiliar de HTA [259].
Foram descritas alteracfes no teste da aritmétizdainem adultos com HTA ligeira
e em individuos normotensos filhos de pais hipsderf277]. Ap6s um periodo de
seguimento de 10 anos, demonstrou-se que o risdesinvolver HTA mantida era
mais elevado nos individuos com HTHorderline que tiveram aumentos mais
acentuados da PA durante a prova de aritméticaan@78]. Um estudo prospectivo
com 18 anos de acompanhamento realizado em indwisludaveis demonstrou que
0 aumento da actividade simpatica em respostasaektes pressores (teste aritmética
mental e teste do frio) era um factor preditivoapar desenvolvimento futuro de
hipertenséo [279].

As duas provas pressoras revelaram-se pouco sensévielentificacdo das diferencas
entre doentes e controlos, principalmente quandesdtados foram analisados no
dominio do tempo. As dificuldades para identificdiferencas entre grupos
relacionaram-se com a auséncia de definicoes esthinddas para definir os limites

da normalidade, com o facto muitos individuos dapgrde controlos apresentarem
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respostas hemodindmicas excessivas, mas tambéna cenonhecida variabilidade
inter e intra-individual que caracteriza as resposhemodinamicas nas provas

pressoras, a qual ja foi referida por outros ast{i280].

Manobra de Valsalva

A analise dos resultados da manobra de Valsalvaderainio do tempo néo
demonstrou altera¢gBes significativas da actividdmearassimpético na maioria dos
doentes. Observamos diminuicdo do VR em dois dsalibéticos. E sabido que a
diminuicdo do controlo vagal da FC constitui uma daanifestacdes precoces da
disautonomia diabética que, nas fases mais avasictatabém pode manifestar-se
por diminuicdo do controlo simpatico da actividadediaca [281]. As alteracdes da
variabilidade da FC na diabetes correlacionam-ge @tempo de duracéo da doenca,
niveis de hemoglobina glicosilada e existéncia deswmlade, e foi associada a
existéncia de retinopatia e outras complicacoesravasculares [281;282]. N&o
dispomos de informag&o sobre a duragdo da diabetestrolo metabdlico dos dois
doentes em que o VR foi inferior ao normal, masaiehamos a disfuncdo do
parassimpatico com a doenca. Interpretamos o ttodo observarmos diminuicao
da actividade simpatica como indicador de que auttimomia da diabetes, nestes
dois doentes, estaria numa fase inicial.

A analise de wavelets demonstrou um aumento significativo da actividade
parassimpatica durante o periodo poés-Valsalvauzidd por aumento significativo
da poténcia das Hk. O aumento foi semelhante nos dois grupos e cdante com
os resultados de estudos prévios efectuados ewidnds saudaveis com utilizacéo
da analise devavelets[283], o que corrobora a hipbtese do controlo gsnapatico
da FC nao apresentar alteracOes graves nos deoemdgiase renal.

Embora a manobra de Valsalva tenha sido utilizamta o objectivo de estudar a
actividade do ramo parassimpatico do SNA, os rado#t desta prova analisados no
dominio do tempo-frequéncia permitiram obter infagies sobre actividade
simpatica eferente. Para interpretar esta avalidgéiemos considerar as quatro fases
da manobra de Valsalva [284]: a fase |, caractéaizaor um pequeno aumento da
presséao arterial em consequéncia do aumento dsdpragratoracica sobre a aorta no

inicio da expiracao; a fase Il, na qual se verificaa descida inicial da PA e um
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aumento progressivo da FC seguidos, habitualmeoterecuperacédo da PAS num
momento mais avancado desta fase; a fase lll, rbuiee e caracterizada pela ligeira
diminuicdo da PAS que ocorre no final do esfor¢cpiraxorio; a fase IV, que

corresponde aos primeiros 30 segundos apds odinalanobra de Valsalva, durante
0S quais pode ser observado um aumento marcadoA8aekPh consequéncia do
aumento subito do volume de sangue na circulag@imatenum momento em que a
actividade simpatica esta aumentada. Na fase Ngumento brusco da PAS
(overshoot activa os baroreflexos e o aumento da actividpdeassimpatica

determina uma diminuicdo brusca da frequéncia a@eadi No nosso estudo,
observamos aumentos significativos dasd.Felacdo LF/HF e Lfas durante a

manobra de Valsalva e nos 30 segundos do periodé/gléalva. Parte destes
aumentos correspondem ao aumento fisioldgico daidatie simpatica eferente em
resposta a descida inicial da PAS que ocorre mmoirda fase Il. No entanto, a
poténcia das L#as durante o periodo pdés-Valsalva foi significativautee mais

elevada no grupo de doentes e esse facto refleethe aumento da PAS. No grupo
de doentes a relacdo LF/HF durante o periodo p&sWa foi significativamente

mais elevada em relacdo ao grupo de controlos. &loremte, durante esta fase,
embora a actividade simpatica ainda esteja maisadde verifica-se um aumento
muito intenso da actividade parassimpatica peloajtesultado do grupo de doentes
revelou um predominio mais intenso da actividadgética sobre a actividade vagal
durante o periodo poés-Valsalva. Nao encontramoscrigée de resultados

semelhantes na literatura.

Respiracdo profunda compassada

Na prova de respiracdo profunda compassada, @ugerentre a frequéncia cardiaca
na fase inspiratéria e expiratéria (R6) € considieraomo um indicador sensivel e
especifico da actividade cardio-vagal [285]. A obaedo do R6 normal na maior
parte dos doentes confirmou a auséncia de alteyagaves do controlo
parassimpatico da FC nos doentes com nefrolit@seo doentes apresentaram R6
inferior ao normal mas a revisao dos resultadasi@aobra de Valsalva de quatro dos
doentes revelou que o VR estava dentro dos vatmmesais, pelo que € questionavel

se a diminuicdo do R6 nesses quatro casos podeegretada como diminuicdo do
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controlo vagal da FC. N&o observamos associacéie eéiminuicdo anormal do R6 e
gualguer dos factores independentes em estudo, adamente diabetes ou
obesidade. Assim, uma possivel explicacdo para anefimalmente baixo em alguns
doentes poderia relacionar-se com a dificuldadecomdenacdo dos movimentos
respiratorios, como a amplitude e o ritmo aproprjas quais nem sempre sao faceis
de alcancar durante esta prova. A confirmar esteuttiade, verificAmos que o R6
também foi inferior ao normal em trés controlosdsaeis.

As analises no dominio do tempo-frequéncia mostrana aumento significativo das
LFrr durante a respiragéo profunda, cerca de 10 aZds\evalor basal. Na prova de
respiragcdo profunda compassada a frequéncia reEsrgum ciclo respiratorio a
cada 10 segundos) é sobreponivel as frequénciasrmmthalmente sédo identificadas
as LF pelo que, nesta prova, o aumento das ltFaduziu predominantemente o
aumento da actividade vagal. A poténcia daggrLiBi menor no grupo de doentes em
relacdo ao grupo de controlos, mas nao consideragh@sante esta diferenca por a
poténcia das Lgr no registo basal ser também significativamenteamen grupo de
doentes, com a magnitude do aumento a ser ligemanseiperior neste grupo. Estes
resultados sado concordantes com os descritos govsoautores que utilizaram a
andlise dewaveletspara avaliar os resultados da prova de respirpgdfoinda em
individuos saudaveis [229].

Na prova de respiracao profunda a actividade vagakeferencialmente avaliada na
gama das baixas frequéncias pelo que nao atribusigosficado ao componente
HFgr da variabilidade da FC e, consequentemente, &aeldF/HF. A néo
valorizagéo da variacdo da gds deveu-se ao facto da variabilidade da PAS duiante
respiracdo profunda ser muito dependente de efgixsinicos e das variacdes da

pressao intratoracica.

6.1.2 Influéncia das comorbilidades nos resultados das provas

As comorbilidades existentes em alguns doentescexplparcialmente a disfuncéo
autonOmica. A existéncia de comorbilidades coristita aspecto incontornavel no
estudo de doentes com nefrolitiase recorrentestedxicada vez mais evidéncias que
relacionam a litiase renal com manifestacdes diamime metabdlica, como a HTA, a

obesidade e a diabetes [152]. Por este motivoa skicil, sendo mesmo artificial,
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constituir um grupo de doentes com litiase renadmrente de dimensdes suficientes
para obter resultados significativos se excluissenos doentes com outros
diagndsticos. A obesidade e a HTA foram os prinsif@ctores de confundimento.
Os nossos resultados mostraram que as duas ssuagdese associavam entre si,
motivo porgque as tratdmos como factores indepeadara analise dos resultados das
provas autondmicas. A diabetes apenas influendgnifisativamente os resultados
da manobra de Valsalva.

Um terco dos doentes apresentava peso corporabh@vtC <25 Kg/m), outro terco
tinha excesso de peso mas ndo apresentava cridériolsesidade e os restantes eram
obesos. Estes resultados eram expectaveis e saordantes com outros trabalhos
gue demonstraram que os doentes com nefrolitiaeseagam maior prevaléncia de
excesso de peso e obesidade em relacdo a gendeadidgopulacéo [93;94;286]. No
entanto, estas diferencas do peso e do IMC entatel® e controlos tém de ser
valorizadas na interpretacdo dos resultados emdeértla obesidade e da sindrome
metabolica estarem associadas a disfuncdo autoa¢adc;288].

As alteracGes autondmicas relacionadas com a @uoksimhcluem a diminuicdo da
variabilidade da FC em repouso [289], menor coatv@gal da FC em resposta a
estimulos parassimpaticos [255] e hiperactividaitepdtica em resposta aos
estimulos simpaticos, principalmente em individaosn obesidade visceral [290].
Estas alteracGes podem ser identificadas muitcopessente nos individuos obesos.
Num estudo caso/controlo, Brunetb al. [256] compararam a variabilidade da FC
em resposta ao ortostatismo passivo entre adotescehesos (IMC > 27 Kghne
com peso normal, demonstrando que a variabilidade F@ era menor nos
adolescentes obesos, tanto em decubito como dwamtestatismo passivo.

No nosso estudo, as manifestacfes de disauton@taeonadas com a obesidade
manifestaram-se fundamentalmente por diminuicAacaldrolo vagal da FC. Com
excepcao da prova dit, os doentes com nefrolitiase apresentaram menénga
das HRrr nos registos basais de todas as provas autondmiisadiferencas néo
apresentaram significado estatistico nas provaaritteética mental e de respiracao
profunda compassada, mas nos registos basais & gebandgripe da manobra de
Valsalva a poténcia das Rk foi significativamente inferior nos doentes obesos
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relativamente aos ndo obesos. Na provaltjea poténcia das Kk durante o periodo
de adaptacao ao ortostatismo foi significativamerfexior nos doentes obesos.

N&o observamos diferencas nos componentes da ilidade da FC sugestivas de
hiperactividade simpética entre doentes obesos oe ob&sos em repouso e em
resposta aos diversos estimulos. Por este motildlComais elevado do grupo de
doentes com nefrolitiase ndo explicava o aumensaxtigidade simpéatica em resposta
a alguns estimulos que caracterizava este grupo.

Na prova ddilt, a PAS em decubito foi mais elevada nos doenteshiperuricémia

e nos obesos. Ndo dispomos dos valores dos lipglmsda glicémia em jejum, mas
os valores mais elevados da PA nos doentes confeaquagacteristicas sao relevantes
porque a obesidade, a HTA e a hiperuricémia comestitmanifestacfes frequentes da
sindrome metabdlica [291]. A hipdtese duma possissbciacdo da nefrolitiase com
a sindrome metabdlica obteve recentemente maisisténcia, com a publicagdo em
2008 dos resultados dum estudo transversal efectuada amostra representativa da
populacdo adulta norte-americana, incluida Mational Health and Nutrition
Examination Survey1988-1994 (NHANES Ill). Este estudo demonstrou mse
doentes com varias manifestacbes da sindrome ntietakgpresentavam maior
probabilidade de desenvolver litiase renal [292]steEm outras evidéncias sugestivas
desta associacao: a diminuicdo do pH da urina édawnalteracbes renais frequentes
na sindrome metabdlica [293] e foi demonstrado @gieloentes com nefrolitiase e
hipertensdo essencial apresentavam um aumento adac&x urinaria de acidez
titulavel em comparacdo com doentes normotensoditase [294]. Estes resultados
reforcaram a hipotese da HTA nos doentes com itédise constituir uma
manifestacdo da sindrome metabdlica.

A etiopatogenia da HTA associada a sindrome meatababo esta completamente
esclarecida mas dados disponiveis sugerem que pessmultifactorial. Estudos
baseados na analise da variabilidade dos paranwrdovasculares demonstraram
que a disfuncdo autondémica pode contribuir pargopaogenia da HTA na sindrome
metabolica. Um estudo em 2.359 individuos com idadenpreendidas entre os 45 e
0s 64 anos, incluindo controlos saudaveis e doetes varias componentes da
sindrome metabdlica (hipertenséo arterial, distipich ou diabetes), revelou uma

diminuicdo da variabilidade da FC em repouso n@@rde doentes caracterizada
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principalmente pela diminuicdo da poténcia dagdliBugestiva de diminuigcdo do
controlo vagal da FC [295]. Recentemente, demomsteoque a sindrome metabdlica
estava associada a disfuncao dos baroreceptoragreemto da actividade simpéatica a
nivel muscular [296].

A fisiopatologia da disfungéo simpéatica na sindrametabdlica ndo esté esclarecida.
Um estudo caso/controlo revelou que individuos ebegpresentavam uma reducao
global das Lkr no Holter das 24 horas, mas durante o periodopposdial os
doentes obesos revelavam aumentos superiores ddaF@pténcia das Ik e da
relacao LF/HF em relagé&o aos controlos ndo ob@83.[Este aumento da actividade
simpatica no periodo pés-prandial indicava uma drel influéncia da insulina na
fisiopatologia da HTA. Contudo, a analise da validdéde da FC apds administracéo
aguda de insulina em voluntarios saudaveis denmngjue esta sé estimulava a
actividade simpatica nos individuos com maior delidade a insulina, o que ndo
acontecia nos individuos com insulino-resisténcimentada [298]. Estes resultados
contrariam a hipétese do aumento da actividade&iogser consequéncia directa da
accao da insulina, embora possa resultar do ameb@atinsulino-resisténcia que
caracteriza a obesidade e a sindrome metabolica.

O aumento da PAS em decubito nos doentes hipemido8é e/ou obesos poderia
ocorrer independentemente da actividade autonémiedéacto, na analise do dominio
do tempo os deltas da FC e da PA foram idénticesdo@ntes com obesidade ou
hiperuricémia, comparativamente aos doentes senelamjlcaracteristicas, e as
andlises no dominio do tempo-frequéncia ndo demsast diferencas nos
componentes da variabilidade da FC e da PAS eméadurdaqueles factores
independentes. Como é do conhecimento geral, daggguda PA efectua-se por
varios mecanismos e a actividade do SNA represapenas um deles. Os
mecanismos que tém sido sugeridos para explicamtemto da PA na obesidade
incluem a retencdo urinaria de sédio e a diminud@®niveis do péptido natriurético
auricular, com consequente expansao de volume gt e a producdo de
substancias vasoactivas pelos adipécitos, nomeadeande angiotensina Il, acidos
gordos insaturados [299] e citoquinas (leptina @amctina) provenientes da
acumulacdo de gordura visceral [300]. O desenvamim de HTA secundaria a
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hiperuricemia foi relacionado em modelos animai® elteracdes vasculares renais e
com aumento da sensibilidade ao sédio [77].

A menor poténcia das Kk nos doentes hiperuricosuricos representou umtaekul
relevante. A hiperuricosuria constitui um factor rilco frequente para nefrolitiase
recorrente e um dos principais mecanismos etiopatogs da formacéo de célculos
renais [301-304]. No nosso estudo, ndo encontramsesciacdo da hiperuricosuria
com a hiperuricémia, obesidade ou antecedented ée ® nosso resultado concorda
com a generalidade dos conhecimentos disponiveisteEmos fisiopatoldgicos, o
aumento da excregdo urinaria de uratos € consequinmenor reabsorcao tubular e
aumento da sudearanceurinaria [305]. Assim, na auséncia de aumentoraabda
producao de uratos, os individuos hiperuricosUrpmmem apresentar valores séricos
de acido arico normais ou baixos. Na maioria dantks com nefrolitiase idiopatica,
a hiperuricosuria esta associada ao consumo exkgee proteinas na dieta e nao
existem alteracbes do metabolismo dos uratos ogladas com a sindrome
metabodlica ou gota urica, homeadamente hiperuraédiminuicdo da fraccdo de
excrecao de uratos ou reducao do pH urinario [36i.estes motivos, consideramos
que os resultados demonstram que a diminuicAo dar HROS doentes
hiperuricosuricos é independente de qualquer dawrolidades documentadas no
grupo de doentes. Em nossa opinido, este repres@nii@eiro estudo que relaciona a
hiperuricosuria com diminuicao da variabilidadeFda

Na prova ddilt, associamos o aumento da poténcia dagsdffurante o ortostatismo
com a existéncia dum subgrupo de doentes com aeteies de HTA. A
hiperactividade simpética nos individuos hipertensombém foi observada noutros
estudos [161-163]. No entanto, a percentagem valagnte elevada de hipertensos
no grupo de doentes com nefrolitiase (cerca de 4886)resultou de critérios de
seleccdo e foi concordante com resultados de estuddependentes que
demonstraram maior prevaléncia de HTA nos doemesnefrolitiase [3;4].

Nas provas pressoras nao observamos diferencagsmsstas hemodinamicas entre
os doentes hipertensos e 0s normotensos. Os conipsnela variabilidade
cardiovascular ndo demonstraram maior actividaag@diica nos doentes hipertensos
em relacdo aos normotensos, quer na comparagcaeattwes basais bem como nas

respostas dos dois grupos a cada estimulo. Estiéadks confirma os estudos prévios
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gue demonstraram que 0s doentes com antecedented Alendo apresentavam
respostas hemodinamicas mais intensas durantstes fgessores [264]. Num grupo
de individuos idosos estudados por Jagtesl [307], ndo observaram diferenca no
delta da PA entre hipertensos e normotensos duagmteva déandgrip Um estudo
com 109 adolescentes hipertensos nao permitivifidantdiferencas nos aumentos da
PA durante chandgrip em relagdo aos controlos normotensos com a medaa i
[261]. Van Egerenet al. [260] atribuiram a auséncia de relacdo das respost
hemodinamicas nas provas pressoras com a existéacatecedentes de HTA ao
facto das provas autondmicas serem efectuadas mimerate laboratorial e de estas
condicbes “artificiais” ndo reproduzirem adequadati®eas condicbes existentes na
vida real. Outra possivel explicacdo seria o fa@anteriormente mencionado, das
alteracbes autondmicas serem mais evidentes ress ifasiais da HTA. Foi referido
gue a prova de aritmética mental era influenciamadiversos factores, incluindo a
idade e a gravidade da HTA. Ruedigtral. [275], demonstraram um aumento da
poténcia das Lgr durante ostressmental num grupo de 20 doentes hipertensos
comparativamente com 20 controlos normotensos. udontltoh et al. [308] so
encontraram aumentos significativos na PA e ngdield F/HRr em individuos mais
jovens com hipertensdoorderling ndo observando diferencas entre hipertensos e
normotensos em individuos com idade superior anb6.a

No nosso estudo, observdmos aumentos excessivd3Ada/ou FC nas provas
pressoras em doentes sem antecedentes conhecidétTAlee os estudos da
variabilidade da FC e da PAS demonstraram sinadeertes de hiperactividade
simpética nos doentes sem antecedentes conhe@dd$Al As respostas andmalas
nestas provas foram relacionadas por outros autaresumento do risco de
desenvolvimento futuro de HTA em individuos normetes [264]. As respostas
hipertensivas a aritmética mental foram associadeariabilidade da PA em registos
ambulatoérios de 24 horas [263]. Contudo, traballeoentes questionaram a relagédo
entre antecedentes de HTA com alteracdes da Vatad® do intervalo RR ou da
PAS nos testes ddressmental [309].

Independentemente da existéncia de comorbilidaoesgdoentes com nefrolitiase
recorrente que estudamos apresentaram sinais €fengdie autondémica que se

manifestou sobretudo por aumento da actividade &iog eferente em resposta a
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varios estimulos. Estas alteracdes foram parciaknexplicadas pela coexisténcia de
antecedentes de HTA em alguns doentes. Observinuss manifestacfes subtis de

disfuncéo do sistema nervoso parassimpatico reladas com a obesidade, diabetes
e alteracdes do metabolismo do acido urico. Nacsajunto, estas alteragdes poderéo

contribuir para o aumento do risco de doencas @aadculares.

6.1.3 Consideracoes e discussdes relacionadas com a metodologia utilizada

Este trabalho leva-nos a tecer algumas considesaetmivas a metologia utilizada.
Assim:

Nao podemos excluir a possibilidade da populacdodada ser constituida por
doentes com formas de litiase renal mais activagu#oa maioria dos doentes com
nefrolitiase. Os doentes foram recrutados em digecsnsultas de Nefrologia e este
método ndo permite excluir um possivel viés decgéle porque os doentes enviados
para consultas da especialidade poderiam aprestmtans de nefrolitiase mais
graves. O numero de episddios sintomaticos e angeatacdo de complicacdes da
littase renal em cerca de 23% dos doentes sugestanpessibilidade. Importa referir
que as caracteristicas da populacédo estdo de acond@ seleccdo da nefrolitiase
recorrente como paradigma para o estudo da adiwid®@ SNA nos doentes com
littase renal, e os resultados s6 devem ser iighos neste contexto. A nefrolitiase
recorrente constitui uma entidade especifica geetafum subgrupo de doentes com
litiase renal. Embora esta seja uma doenca rekaénte prevalente na populacéo
geral, apresenta uma actividade clinica muito veligA maioria dos individuos com
um episodio sintomatico de litiase renal pode rdtarva apresentar manifestacoes da
doenca e nado existe consenso acerca da necessidages individuos fazerem
estudos para identificar eventuais alteracfes rdktab [310]. Por analogia, se
existirem manifestagdes de disautonomia assoceadasaumento do risco de doenga
cardiovascular, a probabilidade de identificar ssdeeracdes seria maior nos doentes
com formas activas e recorrentes da doenca do muaaviduos com um unico
episodio sintomatico durante a vida.

O recrutamento dos doentes nas consultas da dipebeade Nefrologia apresentou a
vantagem de reunir um grupo relativamente homogé®eaoentes com critérios

rigorosos de inclusdo, nomeadamente o facto dduefeen o estudo metabdlico
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exaustivo em condi¢des estandardizadas. O estwtimsmondi¢cdes ndo seria possivel
com o recrutamento efectuado de outra forma.

A actividade da litiase renal e a gravidade dasptioatdes foi semelhante a descrita
numa consulta hospitalar de litiase renal [2]. ABisso, limitdmos o estudo a doentes
sem episodios sintomaticos e/ou complicacdes reseatd nefrolitiase e excluimos os
doentes com doencga renal crénica em estadio 2 @ugrave. A exclusédo de casos de
littase renal de causa secundaria limitou o nunderovariaveis de confundimento
dado que, na maioria dos casos, ndo sao conheadslosfeitos das doencas
relacionadas com nefrolitiase secundaria na aetidddo SNA. Foram descritas
alteracdes autonOmicas em diferentes tipos de deengmo, por exemplo, nas
doencas inflamatorias intestinais [311].

A distribuicdo das alteracdes urinarias relacioeadam o risco de nefrolitiase foi
semelhante ao descrito noutros trabalhos efectuadgsopulacdo portuguesa com
nefrolitiase recorrente [2;312].

Uma elevada percentagem de doentes efectuava ératmmeédico para prevencao da
nefrolitiase e um numero significativo de doentelsa sido submetido a intervencdes
urolégicas. Estas caracteristicas discordam dadtades publicados na populacéo
Portuguesa que mostraram que a maioria dos doeomeditiase célcica idiopatica
recorrente apenas tinha efectuado terapéuticansititta [2]. A diferenca pode ser
explicada por os doentes que participaram no esta&fem referenciados por
consultas de Nefrologia onde o tratamento prevenpigssou recentemente a ser
efectuado de forma sistemética. No entanto, nenmacto fde os doentes terem
efectuado tratamento prévio nem a sua forma (médicourolégico) estiveram
associados a existéncia de antecedentes de HTAdierancas significativas nos
resultados dos testes autonémicos.

A actividade autonémica eferente foi avaliada ectiamente por um conjunto de
cinco provas destinadas a estudar a actividadeahogs simpatico e parassimpatico
do SNA. Os resultados destas provas analisadooomdng do tempo sugeriram a
existéncia de disfuncdo autondmica em todos osteeemanifestada por maior FC e
PA em comparacdo com o grupo de controlos, quemtieiios registos basais como
em resposta aos varios estimulos. Com efeito, 4isas no dominio do tempo

demonstraram aumentos excessivos da FC e/ou danPPesposta aos estimulos
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simpéticos em todos os doentes com nefrolitiasernatte. Os aumentos foram
observados em pelo menos duas provas e, na mdaxidoentes, nas trés provas em
que foi estudado o efeito da estimulacdo simpatioa,numero significativamente
maior do que o observado no grupo de controlos.

As andlises no dominio do tempo revelaram poucailsiBdade para identificar
alteracdes na actividade parassimpatica e poucaciéspglade para identificar
diferencas na actividade simpética entre doenteorgrolos, dado que também
observamos alteracdes numa percentagem signicadéicontrolos saudaveis.

A auséncia de definicbes consensuais para consitBmarmais” as respostas aos
diversos estimulos pode ter contribuido para a megpecificidade das analises no
dominio do tempo. Estas analises basearam-se ndajagdo do protocolo de
Ewing que foi originalmente utilizado para quanafi diminuicbes da actividade
simpatica e/ou, parassimpatica, mais especificaanentquadro da disautonomia da
diabetes Mellitus [221;313]. Recentemente, foi demonstrado que durdi8o
autonOmica que acompanha algumas doencas asso@adaperinsulinismo e
aumento da resisténcia a insulina (nomeadamentebesidade e a sindrome
metabdlica) também se manifesta, nas fases inigs aumento da actividade
simpética [314]. A HTA essencial caracteriza-se @imento precoce da actividade
simpética [160]. Por este motivo, a analise no tenlas provas incluidas no
protocolo de Ewing tem sido modificada em variosidss de forma a identificar o
aumento na actividade simpatica eferente.

No entanto, comparativamente com as definicoes idendicdo da actividade
simpética e/ou parassimpatica utilizadas no prdboate Ewing ‘classico’, a
interpretacdo das provas com o objectivo de ideatifa hiperfuncdo simpatica
apresenta alguns problemas praticos, principalmanieexisténcia de definicbes
consensuais. Enquanto a hipotensdo ortostaticagxyemplo, foi consensualmente
definida como uma reducdo da PAS > 20 mmHg ap@ssagem de decubito para
ortostatismo [315], ndo existe uma definicdo esteidada de aumento ‘anormal’ da
PA durante o ortostatismo passivo. A definicdo dgertensdo ortostatica que
utilizdmos neste trabalho (aumento da PAB) mmHg ap0s a passagem de decubito
para o ortostatismo) €, provavelmente, a mais coose [316]. Esta definicdo foi

utilizada em estudos efectuados em doentes idasodid A essencial e, neste grupo
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etario, foi demonstrado que a HTA ortostatica dééirdeste modo estava associada a
resultados adversos, nomeadamente a documentagidadies cerebrais silenciosos
na ressonancia magnética nuclear [317].

Também ndo encontrdmos uma definicdo consenswat|asificar o aumento da PA
diastélica na prova dgélt como excessivo. Streetest al. [318] identificaram um
grupo de doentes hipertensos que apresentavam BRfhor a 90 mmHg em
decubito, que aumentava para valores superiorédsran®Hg durante o ortostatismo
passivo, e demonstraram que 0 aumento estavaamdacd com maior actividade
simpética e vasoconstricdo arteriolar como respastaumento dpool venoso dos
membros inferiores. Utilizando a mesma definicdogshinari et al. [319]
demonstraram que a HTA ortostatica nos doentesétitals estava associada a
outcomesclinicos adversos, nomeadamente ao desenvolvimdatdipertensao
mantida. No entanto, no nosso estudo, todos og@apresentaram PAD superior a
90 mmHg durante o ortostatismo, o0 que néo difeesacas respostas entre subgrupos
de doentes. Por este motivo, sé classificaAmos a@xuessivos os aumentos da PAD
superiores a 10 mmHg apos a passagem do decubg® matostatismo. No entanto,
este critério é mais conservador, quando comparadoos restantes autores, e néo
podemos excluir a hipotese da percentagem de doemqie desenvolveram
hipertenséo ortostatica durantélbestar subavaliada.

A auséncia de definicbes consensuais para ideartifespostas simpaticas excessivas
foi mais limitante na interpretacdo das provas qmess Kandgrip e aritmética
mental) nas quais utilizamos valores adaptados itdaatura internacional. Os
resultados das provas pressoras sao variaveis ddade, pelo que sdo necessarios
grandes grupos para definir os valores normaisasta grupo etario. Os resultados do
nosso laboratorio foram obtidos num grupo relatieara reduzido de individuos
saudaveisr(= 30) e esse facto ndo permitiu definir os intlvae referéncia para as
diferentes classes etarias. Acresce que nos cosittol nosso laboratdrio os deltas da
PA e da FC durante as provas lkl@ndgrip e de aritmética foram ligeiramente
superiores aos resultados da literatura internati@22], pelo que so6 classificamos
como excessivos 0s aumentos da PA e da FC queasaipeos limites das referéncias
internacionais, ajustados ao respectivo grupocstairescidos de uma margem de

10%. A adopcao deste critério para acomodar evisntlierencas populacionais e
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reduzir a probabilidade de resultados falsos posithdo permite, contudo, excluir a
sua contribuicdo para a baixa sensibilidade ddsdgwessores para diferenciar as
respostas dos doentes e dos controlos com os msét@nalise no dominio do
tempo.

Os métodos de analise no dominio do tempo-freqaénmeivelaram maior
sensibilidade e especificidade para identificaergiicas entre doentes e controlos, e
permitiram localizar as alteracbes no tempo. Nestaélises, utilizamos dois
algoritmos diferentes: a transformada discretawdweletse a transformada de
Hilbert-Huang. A transformada discreta waveletsé um método mais divulgado e
validado para analisar a variabilidade cardiovascubm periodos de tempo
relativamente breves (10 segundos) [226;228]. Utilizando a analisevdeelets foi
possivel identificar alteracfes subtis do SNA ewefs normotensos em que um dos
pais apresentava antecedentes de HTA em relac@oiainslos em que ambos os pais
eram normotensos [251].

A transformada de Hilbert-Huang € baseada num ialgomatematico mais recente,
baseado na teoria do caos, mas menos divulgado, qued ndo apresenta uma
fundamentacédo tedrica tdo solida. Teoricamentearsformada de Hilbert-Huang
apresenta vantagens sobre a analisewdeeletsporque 0s pressupostos da sua
utilizag&o ndo incluem a necessidade de linearidadestabilidade do sinal a analisar,
0 que torna este método menos vulneravel a faltdades no registo (ou artefactos
que tenham sido removidos), registos com tendéaciariacdes lineares ou em
patamar dos dados (relacionados com variagcfes@laas nos equipamentos de
medida) ou oscilagbes mistas em diversas frequer{B20]. A transformada de
Hilbert-Huang foi utilizada em 1998 por Huarng al. [321] na andlise da
variabilidade da presséo arterial e permitiu decomgmpiricamente as variacdes da
PA em vérias frequéncias instantaneas no tempdefRomente a transformada de
Hilbert-Huang foi utilizada em estudos para estugamecanismos de auto-regulagéo
do fluxo de sanguineo cerebral [322-324].

Neste estudo, consideramos valida a utilizacdo |&imea dos dois métodos de
andlise no dominio do tempo-frequéncia por doisivast 1) a transformada de
Hilbert-Huang, como método independente e menosevavel a artefactos,

confirmou as manifestacdes de disautonomia ideatiis pela anélise deavelets
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em varias provas; 2) a validade da transformad#litheert-Huang no estudo néo

invasivo do SNA foi confirmada pela excelente dagéo entre os resultados obtidos
pelos dois métodos. No entanto, referimos o faattrahsformada de Hilbert-Huang

se ter revelado menos adequada para analise dosegdbm duracdo mais curta, 0
gue nao permitiu obter resultados da manobra desalWa, na qual existia a

necessidade analisar intervalos de tempo com 1mdeg de duragéo.

6.1.4 Dificuldades técnicas do estudo clinico

O perimetro abdominal ndo foi medido o que podearacterizar melhor a obesidade
e a presenca de sindrome metabdlica.

Devido ao facto dos doentes serem seleccionadosoesultas da especialidade de
Nefrologia, ndo podemos excluir a possibilidade duigs de seleccdo por serem
doentes com litiase renal mais grave do que a maaims doentes com nefrolitiase
recorrente.

Alguns doentes apresentavam complicacdes renamnefdalitiase e/ou intervencdes
urologicas, mas nao encontramos referéncias quenitesem saber se as
complicagBes obstrutivas ou intervengdes urologicdisienciavam a actividade

autondmica eferente.

6.2 Discussao dos resultados das experiéncias em mo  delos
animais

Por comodidade de exposicao, discutimos em sepasadesultados de cada um dos

modelos animais. Assim:

6.2.1 Experiéncias efectuadas com o modelo de ratos Zucker obesos

Utilizamos os ratos Zucker obesos com o objectieo adaliar se a obesidade
provocava nefrolitiase no modelo animal e se, nease, as alteragbes autondémicas
seriam semelhantes as que observamos na neflitimsana. Foram descritos varios
modelos genéticos para o estudo dos efeitos dadallese da sindrome metabdlica
em espécies murinas [325;326], mas os ratos Zudlesos (ratos homozigoticos para
0 genefa) constituem o modelo genético mais utilizado niids destas patologias.
Estes ratos sao portadores duma mutagao dofalelescrita em 1961 por Zucket
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al. [327], ap6s cruzamento de estirpes de ratos Smeoom um grupo de ratos da
estirpe 13M da Merck. Esta mutacéo é transmitidéodma autossomica recessiva.
Os ratos Zucker homozigoéticofaffa) desenvolvem espontaneamente hiperfagia e
obesidade nas primeiras semanas de vida e na idadéta apresentam
hipercolesterolemia [328], hipertrofia e hiperpdasdos adipocitos [329] e
hiperinsulinismo [330].

O exame histologico dos rins dos ratos Zucker abesgelou aumento das dimensdes
dos glomérulos e auséncia de célculos ou lesdadotiriersticiais em todos o0s
animais. As alteragbes glomerulares observada® mestlelo concordam com as
lesbes histopatolégicas descritas por outros atera ratos da mesma estirpe,
nomeadamente glomerulomegalia e glomeruloscleros& £ segmentar [331;332].
N&o encontramos na bibliografia referéncias a ai@éte calculos renais nos ratos
Zucker obesos mas atribuimos a inexisténcia defesasicdes ao facto dos trabalhos
disponiveis ndo investigarem esta consequénciddara@besidade, o que seria devido
ao facto de nao utilizarem coloracdes especifieas @ pesquisa de cristais.

Os resultados das nossas experiéncias excluiratilizagio do modelo de ratos
Zucker obesos para estudar a nefrolitiase em medalionais por revelar diferencas
muito acentuadas com a nefrolitiase humana, naaqolaésidade parece constituir um
factor de risco importante para o desenvolvimergondfrolitiase. Nos animais de
laboratorio sédo necessarios estimulos litogéniais mtensos.

Pelos motivos expostos, recorremos a modelos delitiese experimental induzida
por farmacos, em ratos Wistar, para estudar aidatle autonémica em modelos

animais.

6.2.2 Modelo de nefrolitiase induzida por calcitrio | e etileno glicol

A formacéo de célculos renais foi induzida em ratws a administragéo de calcitriol
e etileno glicol.

A litiase renal raramente ocorre de forma espoaténe animais de laboratorio, o que
podera resultar da actividade da uricase nos messjfama enzima que metaboliza o
acido urico em alantoina. A alantoina é muito nsaisivel na urina do que o acido
arico [333]. Com excepcao do Homem e de algunsgiemsuperiores (e dos caes de

raca Dalmata, mas por motivos diferentes), a efiorecinaria de acido arico € muito
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reduzida nos mamiferos [334]. O &cido Urico naauBnum importante promotor da
litogénese porque cristaliza com pH reduzido [38fue promove a formacdo de
calculos de acido urico se o pH urinario se mantpersistentemente <5.5 [54] e
promove a litiase calcica se a concentracdo uard®iacido Urico for elevada [64].
Por isto, o desenvolvimento de nefrolitiase em arsnde laboratério requer a
administracdo de acido oxonico, para inibir a wécau de estimulos que promovam
a excrecao urinaria de outros promotores da liteggnnomeadamente do calcio e do
oxalato, em valores suprafisiologicos.

A inibicdo da uricase em ratos provoca hiperurieérjuda, desenvolvimento de
lesBes estruturais das artérias pré-glomerulargs, glave e insuficiéncia renal grave
[79;336]. Em consequéncia do desenvolvimento de HA Aibicdo da uricase nao
seria um método adequado para investigar diferemgasctividade eferente do SNA
relacionadas com a presenca de célculos renais.

Foram descritos modelos animais que desenvolvesamatdo de cristais de calcio
nas espécies murinas, mas a formacéao de calculais m@m dimensdes significativas
foi inconstante [337]. A hipercalcidria € um factde risco importante para a
cristalizacdo do célcio na urina. O modelo genétileo ratos espontaneamente
hipercalciaricos demonstrou que a formacdo de k@cuenais de dimensbes
suficientemente grandes para ficarem retidos nagesprinario requeria a presenca
concomitante de lesdo tubular ou de outras altemgdrinarias [338;339]. A
administracéo oral de etileno glicol demonstrousermmétodo fiavel para aumentar a
excrecdo urinaria de oxalato e provocar a formagicalculos renais em ratos [340].
A administragcdo simultdnea de etileno glicol e itadbt revelou ser um método
consistente e reprodutivel na inducao de calceliogis em ratos [341].

Neste estudo, o tratamento com etileno glicol eittell aumentou a excrecéo
urinéria de oxalato e de célcio que resultou nané&géo de calculos de dimensdes
suficientes para ficarem retidos nos tubulos re@gasovocarem obstrucao intra-renal.
Contudo, este tratamento também resultou no des@émemto de insuficiéncia renal
grave num numero significativo de animais, o queem&nou a sua exclusdo da
andlise deste trabalho.

Pensamos que a insuficiéncia renal nos ratos tstedm calcitriol e etileno glicol

seria explicada pela obstrucéo. Além de inUmerlzsilcd renais, o0 exame histologico
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demonstrou diversas lesdes tubulo-intersticiais rinos dos ratos tratados com
calcitriol e etileno glicol, as quais promoveraratiicdo e obstru¢cdo dos tubos renais
e fibrose intersticial extensa. E sabido que npéass murinas a fibrose ocorre muito
rapidamente na presenca de nefropatia obstruti#d],[$elo que a gravidade da
fibrose poderia ser explicada pela obstrucao. 88de glomerulares foram escassas e
predominaram nos animais com insuficiéncia rendkrgeave. Estas alteragbes sao
sugestivas duma forma secundaria de glomeruloseéeslacionada com refluxo e/ou
nefropatia obstrutiva [343]. A auséncia de les@swulares concorda com o facto dos
ratos com nefrolitiase ndo apresentarem valore®PAlanais elevados do que os
controlos.

A nefropatia obstrutiva explicaria o volume de arimais elevado e a menor
densidade urinaria no grupo de ratos com nefrsétia incapacidade para concentrar
a urina é uma manifestacdo frequente da obstrugééria incompleta [344]. O
tratamento com calcitriol poderia contribuir paranaior volume de urina por um
defeito da concentragéo tubular. E do conhecimgetal que o calcitriol aumenta a
absorcao intestinal de célcio e ndo podemos exqligr a sua administracdo tenha
provocado aumento do célcio sérico. Os mecanismolgcolares envolvidos no
défice de concentracdo urinaria secundarios addfmmia ndo estdo completamente
esclarecidos, mas demonstraram que 0s ratos carcaipémia apresentavam uma
diminuicdo da expressdo da aquapurina 2 nas cé@laspais dos tubos colectores
[345]. No entanto, no nosso estudo os niveis serido calcio ndo foram
significativamente diferentes nos dois grupos. Ms2s Nossos resultados sugerem
que o aumento do volume de urina dos ratos conolitefse seria uma consequéncia
dum défice de concentracao urinaria secundariopatia obstrutiva.

A existéncia dum défice de concentracdo e a paliwoderiam conduzir a contraccéo
do volume plasmaético, que explicaria a menor exwaginaria de acido urico dos
ratos com nefrolitiase. E sabido que o volume egtwar influencia de forma
decisiva a reabsorcao tubular de acido Urico eagoentraccdo de volume contribui
para a diminuicdo da eliminacdo urinaria de urgB#f]. Também foi observada
diminuicdo da excregdo fraccional de uratos emsratos quais provocaram

contraccdo de volume plasmatico com a administrde&tiuréticos [347].
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Nao observamos diferencas na calcémia ou fosfatémaa a excrecdo urinaria de
fosfato foi significativamente inferior nos ratosnt nefrolitiase. Atribuimos este
resultado ao tratamento com calcitriol. Os efettoscalcitriol na eliminacéo renal de
fosforo foram observados em varios estudos [348;8%% os resultados ndo foram
conclusivos devido a interferéncia dos niveis sériddo célcio, da hormona
paratiroideia e de outras hormonas que intervémegalacdo da excrecao renal do
fésforo. Foi demonstrado que na auséncia de adterdgs niveis séricos de calcio e
fosfato, a administracdo do calcitriol em ratos anta a reabsorcéo tubular de fosfato
[350].

Nos ratos com nefrolitiase, observamos diferenigasfisativas da variabilidade da
FC em relacdo aos controlos manifestadas por digiiowdas Lkr € aumento das
HFrr. A diminuicdo das Lk € da relacdo LF/HF sugere uma diminuicéo do ctantro
simpético da funcdo cardiaca. No entanto, 0 aumdatpoténcia do componente
HFrr € mais dificil de valorizar por os ratos com nidfiasse apresentaram uma
frequéncia respiratéria inferior aos controlos.

A poténcia das Hir reflecte a arritmia sinusal modulada pela actigdaagal e pela
actividade respiratéria. Alguns autores demongtiaram modelos animais, uma
possivel dissociacdo entre a arritmia sinusal prada pela respiracao e pelo controlo
vagal. Esta dissociacdo pressupde a existénciaedamsmos diferentes de controlo
da FC, demonstrados num estudo realizado com aaestesiados que apresentaram
uma arritmia sinusal paradoxal com desacelerac@diaca durante a inspiracéo
[351]. Nesse estudo, a arritmia respiratéria pataldpermaneceu inalterada apos a
realizacdo de vagotomia bilateral, 0 que demongjt@inos ratos a arritmia sinusal
era consequéncia da actividade mecanica da redpirac ndo da actividade
neurologica.

Nao encontrdmos diferencas da PA em repouso nerarigbilidade da PA entre os
ratos com nefrolitiase e controlos. Este resultadm correspondeu a nossa
expectativa inicial porque uma das principais razpara suspeitar de disfuncao
autonOmica associada a nefrolitiase renal seri@avada prevaléncia de HTA relatada
em alguns estudos humanos. Uma provavel expligag&@oa auséncia de aumento da
PA neste modelo animal estaria relacionada comnzeato da diurese no grupo de

ratos com nefrolitiase a qual, ao contribuir paracerto grau de deplecdo do volume
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extracelular, impediria o desenvolvimento da HTAon@do, neste caso seria
expectavel a ocorréncia de aumento da actividadgadica e ndo encontrdmos
diferencas na poténcia dasdafr. Neste contexto, ndo podemos excluir a hipotese da
manifestacdes cardiovasculares relacionadas coeiraliiase serem diferentes nas
espécies murina e humana.

O estudo da sensibilidade dos baroreceptores dérmonsna diminuigdo severa dos
baroreflexos nos ratos com calculos renais. O gatthdaroreflexo baseia-se na
diminuicao fisioldgica da FC pela estimulacdo desobeceptores de alta pressao
localizados nas artérias de maior calibre quandaeeata bruscamente a PA. No rato,
a FC diminui habitualmente de forma muito rapidanatraso de poucos batimentos
cardiacos em relacdo ao aumento da PA, como résuji@ase imediato da resposta
vagal [352]. Em seguida, a reducdo da FC é mahistante algumas dezenas de
segundos em consequéncia da diminuicdo da act&idepética [353]. Os nossos
resultados abrangeram todo o periodo que se sigedliatamente & administragédo da
fenilefrina até ao momento em que a PA comecousaedepelo que evidenciaram
uma resposta vagal menos activa e uma reducaaciesi¢ da actividade simpatica
na funcéo cardiaca como resposta a hipertensao.

A diminuicdo da sensibilidade dos baroreceptoresiéscrita em ratos com HTA e
noutras situacdes patoldgicas [354-356]. No nostade, ndo observamos diferencas
significativas da PAM entre ratos do grupo com algfase em relacédo ao grupo de
controlo. Todos os animais saudaveis foram didulimialeatoriamente entre os dois
grupos que divergiram no tratamento necessario @aesenvolvimento de céalculos
renais. Ndo encontramos na literatura médica ne¢eé a efeitos do calcitriol e/ou do
etileno glicol que expliguem os resultados dos fedlexos. Como referido
anteriormente, o estudo dos baroreflexos foi radbz sob anestesia geral com
pentobarbital. Foi descrito que a anestesia contoparbital diminui o ganho do
baroreflexo por inibir a actividade vagal [357].M0ado, usamos 0 mesmo anestésico,
administrado em funcéo do peso corporal em ambgsup®s, 0 que néo justificava a
diferenca observada nos baroreflexos.

A alteracdo da funcdo renal nos ratos com nefistticonstituiu um factor de
confundimento importante na interpretacdo dos tadot do estudo autonomico

devido a insuficiéncia renal estar associada aumiisio autonOmica em varios
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estudos. Actualmente, o conhecimento sobre a diguautonémica na insuficiéncia
renal resulta de trabalhos efectuados em doentes iesuficiéncia renal crénica
avancada (estadio 5) que demonstram que o aumaratctigidade simpatica eferente
contribui para o desenvolvimento de HTA, arritm@gdiacas e agravamento da
insuficiéncia cardiaca [358]. Demonstrou-se quérandiicdo da variabilidade da FC
contribui para o aumento do risco de morte subda doentes em hemodialise
[359;360]. Estudos experimentais em ratos com iciguicia renal provocada pelo
modelo de nefrectomia 5/6 demonstraram que a digéioudo ténus parassimpatico
era responsavel por aumento da FC [361]. Num estodo 0 modelo de doenca
poliquistica renal, em ratos, observou-se que dsas com insuficiéncia renal
apresentavam FC e PAS mais elevadas em repouseracaes da variabilidade da
FC sugestivas de aumento da actividade simpatdienmuicdo da actividade vagal
[362]. Contudo, sdo muito escassos 0s estudosvoeah actividade do SNA em
humanos e em animais com insuficiéncia renal kgeioderada pelo que os dados
disponiveis ndo permitem a compara¢cao com os nossokados.

Como consequéncia das dificuldades na inducéao fdelitiase em modelos animais,
a disfuncéo renal era uma consequéncia previdhah ultrapassar esta limitagao,
excluimos da analise principal os resultados dtws reom insuficiéncia renal grave,
embora tenhamos utilizado esses animais para cag@Esa posteriori com 0S
resultados dos ratos com disfuncédo renal ligeimlatamente a outros estudos
efectuados em ratos com insuficiéncia renal, n&emimos aumentos significativos
da PA ou da FC nos ratos com nefrolitiase (e fungaal preservada) em relagdo aos
controlos. As alteracdes da variabilidade da FC mtgs com nefrolitiase foram
diferentes das observadas nos ratos com insufiai@éecal. Estes resultados sugerem
que as alteracbes da variabilidade da FC observamasatos com nefrolitiase néo
podem ser atribuidas a disfungéo renal.

Os nossos resultados demonstraram que o modeloeflelittase induzida por
calcitriol e etileno glicol esta associado a digfim autonémica que se manifestou por
diminuicdo do controlo simpatico da FC e diminuicdevera dos baroreflexos

cardiacos.
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Dificuldades técnicas do modelo de nefrolitiase ind uzida por calcitriol e etileno glicol

O modelo de nefrolitiase induzida por calcitrioke#eno glicol foi limitado pelo
desenvolvimento de insuficiéncia renal num numegoifscativo de ratos.

O estudo dos baroreflexos apenas foi realizadoanosais que concluiram quatro

semanas de tratamento.

6.2.3 Estudo da actividade do nervo renal

O conjunto de experiéncias destinadas ao estudetdadade do nervo renal (ANR)
demonstrou um aumento da actividade nervosa netoefpasal dos ratos com
nefrolitiase induzida por calcitriol e etileno glicem comparacdo com os ratos de
controlo. Nos ratos com nefrolitiase, as expergndemonstraram uma diminuicdo
significativa da ANR ap0s obstrucdo subaguda dteurpsilateral. Julgamos ser este
o primeiro estudo relativo a ANR em modelo animahéfrolitiase.

Nas experiéncias iniciais com o modelo de nefesléi induzida com calcitriol e
etileno glicol observamos alteracdes no contrafopsitico da FC. Naquele modelo
experimental, a disfuncdo simpatica poderia resut presenca de calculos no
parénquima renal, da obstrucdo intra-renal ou dafiriéncia renal ligeira. Estas
medi¢cbes da actividade nervosa permitiram relaci@naefrolitiase com a ANR
porque neste conjunto de experiéncias administrammdsatamento durante duas
semanas e nao incluimos ratos com insuficiéncial.reAssim, as alteracfes
observadas na ANR poderiam ser secundarias a geesencalculos no parénquima
renal e/ou obstrucao.

Foram documentadas alteracfes da actividade adedenhervo renal (ARNA) em
diversos modelos animais de doenca renal, nomeadema diabetes [363], na lesdo
renal pés-isquémica [364] e ap0s alivio da obstrugéal durante 24 horas [365].

Os nervos renais incluem fibras que transmitemtigid@de nervosa aferente do rim
(ARNA) para o SNC e fibras simpaticas poés-gangliesaque transmitem a
actividade simpatica eferente destinada ao rim (®NNeste estudo, a actividade do
nervo renal correspondia a actividade nervosa liateg Os métodos utilizados néo
permitiram identificar qual dos dois componentesadfividade nervosa contribuiu
para o0 aumento da ANR basal nos ratos com nefsditi A actividade aferente

poderia estar aumentada devido a estimulacdo detidos de receptores sensoriais
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nas terminagcdes dos nervos aferentes do rim: memgepiores e quimioreceptores.
Os mecanoreceptores sao sensiveis a pressao &hegecbstrucdo ao fluxo de urina
[366-368]. Os quimioreceptores sao sensiveis a ositgo da urina e do intersticio
[369;370]. A histologia confirmou a presenca decufals renais e grande dilatacéo
dos tubos renais nos rins dos ratos com nefraitiasgestivas de obstrucéo intra-
renal. Concomitantemente, observou-se um débitorida muito superior nos ratos
deste grupo comparativamente aos controlos. Estetorés estimulariam os
mecanoreceptores existentes no rim. A densidadériaifoi inferior nos ratos com
nefrolitiase relativamente aos controlos. Esta relifea seria detectada pelos
quimioreceptores R2 localizados no bacinete reB3dD][ Assim, os efeitos da
estimulacdo dos mecanoreceptores e quimiorecepexgigcariam o aumento da
ARNA no registo basal.

N&o podemos excluir um aumento concomitante da RN&#fco nervoso eferente].
Como é do conhecimento geral, o rim é um 6rgdoateaste enervado. Os estimulos
nervosos aferentes do rim sdo processados noo€dntegradores da actividade
cardiovascular no SNC e contribuem para a actiedagdonomica eferente e para a
homeostase do SNA [371]. A informacéo aferente wias poderia influenciar a
actividade simpatica eferente, nomeadamente atchvésflexo reno-renal [371;372].
Por este motivo, é possivel admitir que a RNSA tamipoderia contribuir para o
aumento da ANR nos ratos com nefrolitiase duramterimdo basal.

Nos ratos com nefrolitiase, a obstrucdo subagudareler provocou uma reducéo
significativa do numero de impulsos/segundo no meenal em relacdo ao registo
basal. Realgamos a ndo observacao de qualquexcdlbeda ANR apos a obstru¢éo no
grupo de controlos. Uma explicacdo provavel pata ederenca na resposta a
obstrucdo subaguda do ureter resultaria da difarangdébito urinario entre grupos,
que foi significativamente inferior no grupo de tofos. As medi¢cdes da ANR foram
efectuadas ap6s 20 minutos de obstrucédo do uratarm&os 0s grupos mas o volume
de urina produzido durante esse intervalo de tepguteria ndo ser igual nos dois
grupos. Assim, nos ratos de controlo o volume deauseria insuficiente para
aumentar significativamente a pressao no bacimsiateral, o que explicaria a
auséncia de alteracdes na ANR em relagédo ao pdrasio.
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Neste conjunto de experiéncias, 0 objectivo da pégam do ureter foi avaliar os
efeitos da obstrucdo subaguda na actividade nedasen e procurar diferencia-los
dos efeitos da simples presenca dos calculos @mgaima renal. De acordo com este
objectivo, a diminuicdo do numero de impulsos/sdguna ANR dos ratos com
nefrolitiase durante a clampagem do ureter foi wsultado relevante porque
demonstrou que a obstrucdo nado foi a causa prirdbipaumento da ANR no periodo
basal, o qual seria consequéncia da presenca addosatenais e/ou de alteracbes na
composicao da urina.

Durante a obstru¢cdo do ureter ndo observdmos giterda PA em nenhum dos
grupos mas observdmos um aumento da FC nos ratosefoolitiase. Este resultado
permitiu relacionar as variagcbes da ANR com a afdle autonGmica e com 0s seus
efeitos no sistema cardiovascular. O aumento dan&@resenca de valores mantidos
da PA, demonstrou que os efeitos da ANR no SNAnfosalectivos, ou seja, sO se
manifestaram no controlo da actividade cardiactesb®sultados sdo concordantes
com outros estudos que descreveram que a actividewk®sa aferente do rim é
integrada nos circuitos neuronais que controlana tadactividade autondémica e a
funcd@o dos orgaos efectores [373]. Os mecanisnessps como esta integracao é
efectuada ndo bem estdo esclarecidos, mas demanstrgue o0s efeitos
cardiovasculares seriam relativamente selectivosstenulacéo eléctrica das fibras
nervosas aferentes dos rins ndo exerceu um efst@matico na PA sistémica (que
pode aumentar ou diminuir) e que os efeitos caediowlares resultantes da
estimulacao simpéatica provocada pela infuséo ietnal de adenosina séo limitados a
actividade cardiaca [371].

Concluimos que o modelo de nefrolitiase de ratdsizitla por calcitriol e etileno
glicol estad associado ao aumento da actividadeetieorrenal. A diminuicdo desta
durante a obstrucdo urinaria subaguda, sugere gee aumento no periodo basal ndo

é explicado pela obstrucéo urinaria.

Dificuldades técnicas do estudo da actividade do ne rvo renal
O ruido de fundo afectou a qualidade dos registoadiividade do nervo renal. O
valor relativamente elevado do filtro de altas @r&ecias pode ter diminuido a

qualidade dos registos.
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Devido a diferenca do débito urinrio entre os gsym intervalo de tempo entre a
clampagem do ureter e a repeticdo dos registoen® pode ter sido insuficiente

para excluir o efeito da obstrucao urinaria na AtNRyrupo de controlos.

6.2.4 Modelo de desenervacéo unilateral do rim

O modelo de desenervacao unilateral do rim nadiftemu diferencas no nimero de
calculos formados e na gravidade das lesGes prdasaao parénquima renal pelos
depasitos cristalinos. Estes resultados ndo coraoém a nossa hipotese.

A auséncia dum efeito protector da desenervacaal nem desenvolvimento de
nefrolitiase foi um resultado inesperado. Os prioseiestudos sobre os efeitos da
enervacao renal, na década de 1930, demonstrarmm estimulacdo nervosa do rim
apresentava um efeito antidiurético e, consequemttan a desenervacao renal
aumentava o volume de urina produzido [374;375¢nAldisso, a estimulacdo
nervosa do rim aumenta a reabsorcao tubular deosplincluindo bicarbonato
[376;377], que diminuia o pH da urina. Assim, alglio da actividade simpatica
renal deveria resultar numa urina mais diluida @oseacida e, consequentemente,
numa diminuicdo do risco litogénico por diminuigd® supersaturagdo urinaria em
oxalato de célcio e &cido urico.

Consideramos que 0s nossos resultados nado perrti@nconclusdes definitivas
sobre um eventual efeito da enervacdo autonomicesno litogénico. Apesar do
contetdo em noradrenalina dos rins desnervadosidersignificativamente menor
(cerca de 18%) do que os rins contralaterais, swtores consideraram necessario
gue o contetudo em noradrenalina do rim deseneffeade inferior a 10% do valor do
rim contralateral para assumir o0 sucesso da desmydm [378]. Assim, a
concentracdo de noradrenalina dos rins desnervadopermitiria assumir a
desenervacdo parcial. Uma das hipoteses para axpmsta dificuldade seria a
possibilidade de algumas fibras nervosas simpati@gagerem sido destruidas durante
a cirurgia de desenervacao do rim. Outra hipowesig a regeneracao do nervo renal
durante o intervalo de tempo de varias semanasss@i@s para recuperacao
completa da cirurgia e para o tratamento de indugéoefrolitiase. Demonstrou-se
que a regeneragdo do nervo renal ocorre em poecasnas nos ratos desnervados

[379;380], embora ndo seja consensual que 0 pcess reenervacdo seja
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acompanhado por regeneracdo das fibras simpatarasigp que néo foi observado
aumento da concentracao de noradrenalina no tesnad [381].

Outro motivo pelo qual ndo consideramos estes tegkag conclusivos relaciona-se
com a gravidade das lesdes histologicas, muitorgupas lesdes habitualmente
observadas na nefrolitiase humana. Eeanal [382], demonstraram diferencas
relevantes na formacédo das placas de Randal, pbesinte consequéncia de
diferencas da morfologia da regido das papilasisema Homem e no rato. Com
excepcao dos casos de litiase de brushite, em gumero dos calculos e a gravidade
das lesdes sédo habitualmente mais elevados [3§37&84efrolitiase humana néo é
normal observarem-se depdsitos de material cnstalios tubos medulares e
colectores. Estas diferencas permitem questionarrgdrolitiase em modelos de rato
podera ser extrapolada para o Homem.

A gravidade das lesbes neste modelo experimentptdoavelmente muito superior a
observada na nefrolitiase humana, nomeadamenttomaas idiopaticas. As lesdes
sugerem que ambos 0s rins estiveram expostos astimud litogénico bastante
intenso e prolongado em consequéncia de aumengosficativos da excrecao
urindria de calcio e oxalato. Estes aumentos @asuft dos efeitos sistémicos da
terapéutica sobre os rins e ndo foram afectadoa gdekenervacdo. Assim, é
admissivel considerar que a intensidade do estifitalgénico utilizado poderia ser

muito superior a um eventual efeito protector deedervacéao.
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7. Conclusoes

Os resultados apresentados e a discussdo quefidel®®s permitem-nos tirar as

seguintes conclusoes:

1. Existem alteracGes da actividade autondmica eferent todos os doentes

estudados com nefrolitiase recorrente.

2. A disfuncdo autonémica manifesta-se de forma madeate por aumento da
actividade simpatica sobre o sistema vascular. rBogeestimulos simpaticos
(estimulos centrais, mecanicos e metabdlicos) daselmm respostas
exageradas nos doentes com nefrolitiase que sdestam principalmente

por respostas hipertensivas ao ortostatismo paesias provas pressoras.

3. O aumento exagerado da pressao arterial nas raspgwsssoras foi observado
nos doentes com e sem antecedentes de hiperteteda.a

4. Nos doentes com nefrolitiase recorrente existe udi@inuicdo da
variabilidade da frequéncia cardiaca, evidenciamtanpétodos de analise do
dominio do tempo-frequéncia que permitem identifiaheracbes do ramo
simpético e parassimpatico do sistema nervoso aoton

5. A disfuncédo autondémica €, em parte, justificadaqoonorbilidades existentes

nos doentes com nefrolitiase, tais como obesid&deeetensao.

6. A obesidade e a hiperuricosuria estdo associadasiuicdo do componente
de alta frequéncia (HF) da variabilidade da fregigmrcardiaca, que traduz

uma diminui¢cdo do controlo parassimpatico da fragi#écardiaca.

7. A diminuicdo do componente de baixa frequéncia (dB) variabilidade

frequéncia cardiaca nos doentes com nefrolitias@nente ndo esta associada
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a existéncia de antecedentes de hipertensédo haergaqualquer das restantes

variaveis explicativas.

8. O aumento do componente LF da presséo arteridlissstestqd associado a

existéncia de antecedentes de hipertensao arterial.

9. As experiéncias efectuadas em modelo de nefraitéasmal mostram uma
diminuicdo da poténcia das k& e uma diminuicAo acentuada dos
baroreflexos. Além da nefrolitiase, a insuficiéncemal e/ou a obstrucéo

urinaria podem ter contribuido para este resultado.

10.0 estudo da actividade do nervo renal evidencieaaumento significativo da
actividade nervosa do rim nos ratos com nefrotia® aumento ndo é
explicado pela presenca de insuficiéncia renaleolistrucdo urinaria, o que
sugere que a presenca de célculos renais contphta a disfungéo

autondmica.

11.Atendendo as diferencas entre a nefrolitiase huraaseamodelos animais de
litiase renal actualmente existentes, tais com@aessidade dum poderoso
estimulo litogénico para promover a formacédo deutds renais e a gravidade
das lesbes histologicas observadas nos ratos, uguwaleglacdo entre a
disfuncdo autonomica do estudo clinico e dos madalmmais deve ser

interpretada sob reserva.

12.Globalmente, os resultados sugerem que a disfuagamdémica contribui
para uma maior prevaléncia de doencas cardiovassulizscrita nos doentes
com nefrolitiase. No entanto, estas conclusdespo@iem ser generalizadas

para as formas de litiase renal com menor gravidaden caracter recorrente.
13.Consideramos que o estudo do sistema nervoso amtopodera constituir

um instrumento importante para a identificacdo ev@mcédo do risco

cardiovascular nos doentes com nefrolitiase rectare
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