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Resumo

A relacdo entre os ritmos circadianos e o desenvolvimento de determinadas
patologias é uma preocupacdo cientifica atual. O principal objetivo desta monografia é
compreender alguns dos fatores que conduzem a disrupgdes do reldgio circadiano e de
gue modo estes aumentam o risco cardiovascular e conduzem ao desenvolvimento das
patologias cardiovasculares. Pretende-se ainda reconhecer o contributo da cronoterapia
na otimizacgdo da farmacoterapia cardiovascular.

Os ritmos biologicos sdo uma carateristica universal dos seres vivos. No ser humano,
amaioria das respostas fisioldgicas é determinada pelos ritmos circadianos, gerados por
um reldgio bioldgico central sincronizado pelo ciclo luz/escuriddo. O reldgio central
recebe as oscilacdes primarias e conduz a ritmicidade circadiana aos tecidos periféricos.
A nivel molecular, os genes relégio sdo responsaveis por gerar os ritmos circadianos
nas diferentes células do organismo.

No sistema cardiovascular, reconhece-se que as células vasculares e cardiacas
apresentam reldgios bioldgicos responsaveis pelo controlo dos ritmos circadianos da
pressdo arterial, frequéncia e contratilidade cardiacas e hemostase. Estudos
observacionais demonstraram que fatores associados aos habitos da vida moderna séo
responsaveis pela disrup¢do dos reldgios bioldgicos. Além dos fatores ambientais,
varios estudos experimentais salientam o papel da disfuncdo dos genes rel6gio no
aumento do risco cardiovascular e no desenvolvimento de patologias cardiovasculares.

A maior parte dos eventos cardiovasculares agudos apresenta um padrdo de
ritmicidade circadiana, com um pico nas primeiras horas da manha, o qual se relaciona
com alteraces fisiopatoldgicas que ocorrem no mesmo periodo. A hipertensdo arterial
é considerada o principal fator de risco para as patologias cardiovasculares e sabe-se
que o seu desenvolvimento esta relacionado com a disfungdo de alguns genes relé6gio.
Os processos que conduzem a aterosclerose, principal causa de doenca cardiaca
isquémica, também sdo regulados por reldgios circadianos. Recentemente surgiram
alguns estudos que salientam o papel dos genes reldgio na insuficiéncia cardiaca.

A cronoterapia, ao atuar na prevencdo e no tratamento da doenca baseando-se nos
principios da cronobiologia, constitui uma abordagem terapéutica promissora no
ambito das patologias cardiovasculares.

Palavras-chave: Ritmos Circadianos; Reldgios Bioldgicos; Cronodisrupcéo;
Patologias Cardiovasculares; Cronoterapia



Abstract

The relationship between circadian rhythms and the development of certain
pathologies is a current scientific concern. The main goal is to understand which factors
lead to disruptions of the circadian clock and how they enhance cardiovascular risk and
cardiovascular diseases development. In addition, it argues that chronotherapy has an

important role in cardiovascular pharmacotherapy optimization.

Biological rhythms are considered a universal characteristic of living beings. In
humans, most physiological responses are determined by circadian rhythms. They are
generated by a central biological clock synchronized by the light/dark cycle. The central
clock receives the primary oscillations and then drives circadian rhythms to peripheral
tissues. At the molecular level, clock genes are responsible for generating circadian

rhythms within the body's different cells.

Regarding the cardiovascular system, the circadian clock, present in several vascular
and cardiac cells, is responsible for controlling the circadian rhythms in terms of blood
pressure, heart rate, contractility and hemostasis. A number of observational studies
show that some factors associated with modern life habits are responsible for the
disruption of the biological clock. Some experimental studies also find that clock genes’
dysfunction leads to an increase in cardiovascular risk and to the emergence of

cardiovascular diseases.

Most acute cardiovascular events show a circadian rhythm pattern with a peak in the
early morning hours, which is related to pathophysiological changes that occur in the
same period. Arterial hypertension is considered the main risk factor for cardiovascular
diseases and its development is known to be related to some clock genes’ dysfunction.
Pathophysiological processes that lead to atherosclerosis, the main cause of ischemic
heart disease, are also regulated by circadian clocks. Recently, a few studies emphasize
the role of clock genes in heart failure.

Chronotherapy, by acting in the prevention and treatment of the disease based on the
principles of chronobiology, constitutes a promising therapeutic approach in the context

of cardiovascular pathologies.

Keywords: Circadian Rhythms; Biological Clocks; Chronodisruption; Cardiovascular
Diseases; Chronotherapy
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1 Introducao

A presente monografia foca-se na influéncia dos ritmos circadianos na fisiologia
cardiovascular, uma area de investigacdo que nos ultimos anos tem vindo a ganhar
destaque. De facto, embora a presenca dos ritmos circadianos nalguns sistemas
fisiologicos ja seja conhecida desde a década de 70, sé nos finais do século passado se
comecou a estabelecer uma relacdo entre aqueles e o desenvolvimento de patologias

de carater crénico e com elevada prevaléncia, na qual se incluem as cardiovasculares.

Nesta revisdo bibliografica, pretende-se esclarecer a relacdo entre o0s ritmos
circadianos e o desenvolvimento de patologias cardiovasculares, a luz do
conhecimento atual. O objetivo principal é o de identificar os fatores, ambientais e
genéticos, que conduzem a disrupgbes do reldgio circadiano e de que modo estes
fatores aumentam o risco cardiovascular e o aparecimento deste tipo de patologias.
Complementarmente, pretende-se destacar a importancia da cronoterapia (prevencao e
tratamento da doenca com base nos ritmos bioldgicos) no contexto das patologias

cardiovasculares e o seu papel na otimizacdo da farmacoterapia cardiovascular.

A importancia que as patologias cardiovasculares assumem atualmente, ndo sé pelo
nimero de mortes que causam, mas também pelo impacto na sociedade e no trabalho
devido aos anos potenciais de vida perdidos, e o facto de varios estudos estabelecerem
relacdo entre fatores ambientais associados aos habitos da vida moderna nos paises
desenvolvidos, desregulacdo do reldgio bioldgico e aumento dessas patologias,

justificam a importancia de rever o conhecimento atual sobre o tema.

A monografia estrutura-se em quatro pontos: no primeiro, numa perspetiva de
enquadramento tedrico, sdo abordados conteudos relacionados com 0s ritmos
bioldgicos circadianos e o seu funcionamento a nivel fisiolégico e molecular; no
segundo ponto é explicado 0 modo como os ritmos circadianos participam na regulagéo
da fisiologia cardiovascular; no terceiro ponto, focado em diferentes categorias de
estudos que sustentam a relacdo entre a disrupgdo dos ritmos biolégicos circadianos e
as patologias cardiovasculares, pretende-se explicar, a luz do conhecimento atual, de
que modo a interrupcéo dos ritmos circadianos pode conduzir a doenca cardiovascular;
na Gltima parte, o foco incide sobre a cronoterapia e a sua aplicacdo na otimizacéo da
farmacoterapia cardiovascular. Por fim, apresentam-se as principais conclusdes e

algumas questdes suscitadas pela revisao bibliogréafica.
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2 Método de Pesquisa

A pesquisa bibliogréfica para a elaboracdo desta monografia decorreu entre janeiro e
julho de 2022 e teve por base a consulta de bases de dados que associam a literatura
biomédica a outras areas do conhecimento, nomeadamente, a B-on, Cochrane Library,

Google Scholar, PubMed, ScienceDirect e Scopus.

Atendendo ao tema em andlise e ao esbogo prévio do plano de trabalho, a pesquisa nas
bases de dados foi realizada utilizando as diferentes combinacBes das seguintes
palavras-chave: Biological Rhythms, Circadian Rhythms, Biological Clock, Circadian
Clock, Clock Genes, Melatonin, Vessels, Endotelium, Chronodisruption,
Cardiovascular Disease, Hypertension, Ischemic Heart Disease, Heart Failure e
Chronotherapy. Foram revistos e analisados artigos, preferencialmente entre os anos de
2009-2022, redigidos sobretudo em inglés e portugués. Foram excluidos aqueles que se
encontravam repetidos entre as varias bases de dados ou escritos em linguas

inacessiveis.

Para além da pesquisa de artigos cientificos, foram utilizadas fontes oficiais como o site
da Organizacdo Mundial de Saude (https://www.who.int/), do Centro de Prevencdo e
Controlo de Doencas (https://www.cdc.gov/) e da Federacdo Mundial do Coragéo
(https://world-heart-federation.org/).

Para a organizacdo e gestao das referéncias bibliograficas, em formato VVancouver, foi

utilizado o programa informéatico Mendeley Reference Manager, versao 2.76.0.
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3 Enquadramento Teorico

3.1 Ritmos Biologicos

Os ritmos bioldgicos podem ser definidos como qualquer evento enddgeno
(molecular, fisiologico ou comportamental) de recorréncia periodica (1) e estdo
presentes em praticamente todas as formas de vida, das mais simples (cianobactérias)
as mais complexas (mamiferos). Segundo Hernandes Fernandes, do ponto de vista
evolutivo, os seres vivos incorporam eventos ambientais (2). De facto, as variacfes
ambientais diarias e sazonais (variacdes de temperatura e humidade, intensidade da luz,
estacOes do ano) e comportamentais (ciclo sono-vigilia, alimentacdo) de carater ciclico,
impostas pelos periodos de rotacéo e translacdo do planeta, constituiram um desafio a

sobrevivéncia dos seres vivos (3).

Assim, durante a evolucdo da vida na Terra, 0S organismos Vivos tiveram
necessidade de desenvolver mecanismos que permitissem sincronizar o seu
funcionamento bioldgico com as flutuaces ambientais periodicas e, deste modo,
antecipar processos fisiologicos, desde os moleculares e bioquimicos até aos
comportamentais. Este mecanismo de antecipacdo € entendido como a base do
funcionamento dos reldgios biolégicos (osciladores enddgenos responsaveis por gerar
ritmos biol6gicos, independentemente de qualquer alteracdo ambiental) (3-5). O ramo
da ciéncia biomédica que investiga os efeitos do tempo nos relégios bioldgicos de

organismos Vvivos designa-se por Cronobiologia (5,6).

A Figura 1 ilustra alguns exemplos dos principais ritmos biolégicos dos seres vivos.

+ Sono-vigilia, atividade-repouso, temperatura corporal
+ Presséo arterial, frequéncia cardiaca, excregao urinaria
+ Secrecao hormonal (melatonina, cortisol, testosterona)

Frequéncia Estadios do sono Secregao pulsétil de hormonas Ciclo menstrual feminino, Hi _ . -
cardiaca (NREM e REM) (ex: cortisol) hormonas sexuais femininas ibernagao, migragao
| | | \ | |
1 min 90-110 min 120 min 1 mes 1 ano duragdo
do ciclo
Circalunares Circanuais
L J | |
! Y
Ultradianos Circadianos Infradianos
(< 20h) (24hz4) (> 28h)

Figura 1 - Ritmos biol6gicos dos seres vivos (adaptado de (7))
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De acordo com a figura 1, os ritmos biologicos podem ser categorizados em trés
grandes grupos, consoante a sua periodicidade (1,7,8):

e Ultradianos: ritmos que completam mais de um ciclo a cada 24h (periodo inferior
a um dia). A frequéncia varia consideravelmente entre espécies e parametros
fisioldgicos. Exemplo: secrecdo pulsatil de cortisol;

e Circadianos: ritmos que duram aproximadamente 24h mimetizando o ciclo
luz/escuriddo. O termo circadiano provém do latim circa (cerca de) e diem (dia).
Exemplos: sono-vigilia; pressao arterial,

« Infradianos: ritmos que apresentam uma duracao superior a 28h (periodo varia de
dias/semanas a anos). Incluem ritmos circalunares (30 * 5 dias) e circanuais (1 ano

+ 2 meses). Exemplo: ciclo menstrual feminino.

3.2 Ritmos Circadianos e Funcionamento do Relégio Bioldgico

Ao longo da vida, a maioria das espécies animais, incluindo os seres humanos, esta
exposta a alternancias circadianas regulares de luz e escuriddo, o que justifica que a
maior parte das suas respostas fisioldgicas exiba ritmos circadianos (5). Estes ritmos
sdo a manifestacdo de um sistema de temporizacdo endogeno definido pelo ciclo
luz/escuriddo (~24h), de modo a garantir a sua sincronizacdo com as variacoes
ambientais externas (9-12). Os ritmos circadianos podem ser entéo caraterizados como
fendmenos ubiquos que se repetem diariamente de forma autossustentavel,
sincronizada e oscilatoria e permitem ao organismo adaptar-se, antecipar e responder

as mudancas ambientais, mantendo a periodicidade homeostéatica das suas fungdes (13).

No ser humano, os ritmos circadianos determinam mudancas ritmicas diarias em
diferentes variaveis fisiologicas e comportamentais: ciclo sono-vigilia; temperatura
corporal; secre¢do endocrina (ex. melatonina, cortisol); alimentacdo; desempenho
fisico e cognitivo; funcdo cardiovascular (ex. pressdo arterial e frequéncia cardiaca);
metabolismo hepatico e funcéo renal (8,13,14). Tal como sera explicado adiante com
maior pormenor, as flutuacGes diarias dos processos bioldgicos verificam-se tanto a
nivel celular (expressdo génica - mecanismos de transcrigdo, traducéo e sinalizacdo de
genes reldégio) como a nivel organico e sistémico (contratilidade muscular,

metabolismo, atividade fisica, apetite) (15).

Na tentativa de compreender as estruturas e 0 mecanismo responsavel por regular os

ritmos circadianos, Curt Richter realizou algumas experiéncias, em 1965 e 1967, nas
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quais demonstrou que lesdes progressivas do Sistema Nervoso Central (SNC), ao nivel
do hipotadlamo de ratos, conduziam a altera¢6es dos seus ritmos circadianos. Como tal,
concluiu-se que o hipotalamo seria uma estrutura fundamental na coordenacdo da
ritmicidade circadiana enddgena (16). Experiéncias realizadas no inicio da década de
1970 por Moore e Lenn concluiram que tanto a via nervosa retino-hipotalamica, que
termina em dois nucleos hipotalamicos (ndcleos supraquiasmaticos - NSQ), como a
glandula pineal eram estruturas essenciais na manutencdo da ritmicidade circadiana
(16). No final da mesma década, Inouye e Kawamura demonstraram que 0s nucleos
localizados na base do cérebro seriam as estruturas centrais da regulacéo circadiana: os
NSQ de ratos foram isolados in vivo, de modo a interromper todas as ligacdes neurais
com as restantes estruturas cerebrais, tendo-se verificado que a atividade neural se
mantinha apenas no interior dessas estruturas (16). Alguns animais com lesdes nos NSQ
foram transplantados com tecidos dos NSQ provenientes de dadores saudaveis e o ritmo
circadiano foi restabelecido com o periodo do dador, o que reforca o papel central do
NSQ na geracdo de ritmos bioldgicos (1). Posteriormente, as experiéncias de Krieger
et al. (1977) e de Albers e Ferris (1984) acompanharam os ratos com NSQ lesionados,
tendo-se registado a manutencdo do ritmo da temperatura corporal, 0 que sugeriu que
deveriam existir outras estruturas envolvidas na expressdo da ritmicidade circadiana
(16).

Embora ainda haja algumas lacunas relativas ao funcionamento dos reldgios
biolégicos e do modo como controlam os ritmos circadianos, hoje sabe-se que, nos
mamiferos, o sistema de temporizacdo circadiano é complexo e pode ser organizado
hierarquicamente em quatro componentes principais, tal como esquematizado na figura
2 (5,13,17):

1. Vias de entrada/aferentes (inputs): recebem, traduzem e transmitem sinais

externos/estimulos ambientais periddicos (ex: retina);

2. Reldgio central/primario/pacemaker: os NSQ bilaterais do hipotdlamo anterior
(nos humanos sdo constituidos por cerca de 20 000 neurdnios) constituem o relégio
“mestre” e sdo responsaveis por receber as oscilagcdes primarias e conduzir a
ritmicidade circadiana a outras areas do encefalo e a 6rgdos periféricos através de
vias nervosas ou enddcrinas, sincronizando uniformemente as células corporais

com o tempo biolégico intrinseco (10,18,19);
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3. Relogios periféricos: estdo presentes na maioria dos 6rgaos e tecidos perifericos
(células imunitarias, tecido adiposo, musculo esquelético, coracdo, pulmdes,
figado, rins) que embora consigam funcionar mesmo na auséncia de inputs
provenientes do NSQ, sdo sincronizados pelo reldgio central através de vias neurais
do Sistema Nervoso Auténomo (SNA), mediadores hormonais (melatonina,
cortisol) e sistémicos e pela temperatura corporal (17,19,20). O NSQ regula o
ritmo destes reldgios diretamente com base nas mudancas fisiologicas ou
indiretamente através da libertacdo de fatores de sinalizacdo neurais e hormonais e

da modulacédo da expresséo dos genes relogio (21);

4. Vias de saida/eferentes (outputs): controlam a expressdo dos ritmos circadianos
observados na maioria das func@es fisiologicas, comportamentais e psicomotoras
(ciclo sono-vigilia, libertacdo de hormonas, flutuacdes de temperatura,
comportamento alimentar, presséo arterial) (16). Fornecem feedback relativamente

a0s excessos ritmicos, condicionando a funcdo dos NSQ e reldgios periféricos.

® €

r\/ 24 Relogio Central

Sinal circadiano
OX. = —

B G Gw

s (R

retino-hipotalamica ~ Supraquiasmatico moleculares geradas
no interior
@ ’@ das células
|
: 5
@
Sincronizagodes ritmicas @ Q
(relogios periféricose A §l
relégio central) - @ o
1 Q
4]
: v o,
=
Ammmmmee Q — 8
O~
,\’ - ~ - - -
Vias de saida Comunicacao sistémica
ESSIESIEs circadianas das oscilagdes
Cones
Células ganglionares @
intrinsecamente

fotossensiveis (iPRGCs)

Figura 2 - Sistema de temporizagéo circadiano (adaptado de (3))
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Ainda que a sincronizacdo do reldgio central possa ocorrer gracas a diferentes
zeitgebers (do aleméo zeit “tempo” ¢ geber “doador), endégenos (melatonina e cortisol)
e exdgenos (ciclo luz/escuriddo, temperatura, regime alimentar, interacdes sociais,
exercicio), a luz solar é considerada o principal oscilador exdgeno para a maioria dos
seres vivos (3,22). A informacao luminosa é detetada diretamente por um conjunto de
células ganglionares da retina intrinsecamente fotossensiveis (iPRGCs - fotorrecetores
especialmente sensiveis a luz de comprimento de onda curto) responsaveis por
estimular a secrecdo de melanopsina (fotopigmento presente nos fotorrecetores da
retina) e transmitir o sinal fético até ao NSQ, através da via neural monosinaptica da
via retino-hipotalamica (3,4,22). Ai, o sinal elétrico é convertido em sinais quimicos
responsaveis por ativar a transcricdo dos genes reldgio e a sua traducdo em proteinas
(figura 2). Além disso, € de realcar que o sinal que chega ao NSQ é depois transmitido
por via enddcrina até a glandula pineal (figura 3). O NSQ faz uma sinapse no nucleo
paraventricular do hipotalamo (NPV), de onde as fibras prosseguem através do feixe
prosencefalico medial até a medula espinhal (ME). Na ME, as fibras provenientes do
SNC fazem sinapse no ganglio cervical superior (GCS) do Sistema Nervoso Simpatico
(SNS). A partir do GCS, as fibras nervosas simpaticas terminam na glandula

pineal/epifise neural, responsavel pela sintese de melatonina (1).

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), neuro-hormona (23), é considerada o
sincronizador enddgeno mais importante do sistema circadiano e é sintetizada pelos
pinealdcitos (principais células da glandula pineal) a partir do aminoacido triptofano.
Durante a noite (fase escura), o triptofano é hidroxilado pela enzima triptofano
hidroxilase (TPH) em 5-hidroxitriptofano (5-HTP), que apds descarboxilacdo origina a
molécula de serotonina. Por sua vez, a estimulagdo dos recetores 1 adrenérgicos dos
pinealdcitos ativa a transcri¢do do gene responsavel pela sintese da N-acetiltransferase
(NAT). A NAT, enzima limitante da sintese de melatonina, metaboliza a serotonina em
N-acetil-serotonina, sendo uma parte langada na circulacao sistémica e outra convertida
pela hidroxi-indol-O-metil-transferase (HIOMT) em melatonina. Uma vez sintetizada,
a melatonina é libertada na circulacdo sistémica alcancando varios 6rgdos-alvo
periféricos (coragdo, pulmdes, rins) (24). Em individuos com padrdo de atividade
matutino, cerca de 80% da melatonina é sintetizada durante a noite, induzindo
sonoléncia, e, por essa razao, esta ¢ também apelidada de “hormona do sono”. Durante

o dia (fase luminosa), pelo contrario, a NAT é degradada pelo sistema proteossomal, 0
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que impede a sintese de melatonina. Assim, é possivel concluir que a secrecdo de

melatonina é estimulada pela escuridao e inibida pela luz (23,25).
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Figura 3 - Mecanismo de secrecdo da melatonina (adaptado de (25))
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Figura 4 - Perfil circadiano das concentracBes plasmaticas de melatonina (adaptado de (24))
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Tal como representado na figura 4, a secrecdo de melatonina no ser humano inicia-se
logo apo6s o por do sol, atingindo um pico de concentracdo sensivelmente entre as 2 e
as 4h da manhd. Durante a primeira metade da noite (até atingir o pico) as
concentragdes variam entre os 80 e 0s 120 pg/mL e diminuem gradualmente durante
a segunda metade (depois do pico). Durante o dia, as concentracfes sdo bastante mais
reduzidas variando entre os 10 e os 20 pg/mL (3,24,25). Apos integracdo do sinal a
nivel do relégio central, a comunicacdo sistémica da ritmicidade aos reldgios
periféricos envolve uma série de eferéncias hormonais, metabdlicas e nervosas (26).
Os relogios periféricos estdo presentes na grande maioria dos 6rgédos fora do SNC,
possuem um ritmo intrinseco e estdo equipados com os componentes moleculares
necessarios para a manutencdo do ritmo circadiano, permitindo-lhes desempenhar
funcdes especificas em cada 6rgdo e tecido (27). Além disso, também contribuem para
ajustar a ritmicidade enddgena as varia¢Oes externas ao enviarem aos NSQ, os sinais
hormonais, metabdlicos e nervosos resultantes da sua atividade (16). Ao serem
regulados localmente e integrados com o relégio central, formam uma rede
coordenada e interligada que regula as diferentes atividades fisioldgicas ao longo do
dia, garantindo a homeostasia circadiana (3,13). Contudo, ao contrario dos reldgios
localizados no NSQ e outras areas do cérebro, se forem removidos do corpo, 0s ritmos
que coordenam desaparecerdo enquanto os do NSQ manter-se-ao, sugerindo, uma vez
mais, a subordinacdo dos relogios periféricos ao relogio “mestre” (1). De facto, na
auséncia do reldgio central, nem todas as células e tecidos periféricos serdo capazes
de manter um ritmo circadiano autossustentado (26). Embora os relogios circadianos
(centrais e periféricos) regulem muitos processos fisiol6gicos em funcéo da hora do
dia, é importante realcar que sdo capazes de operar na auséncia do ciclo luz/escuridao
sendo, por isso, considerados autossustentaveis. Os ritmos bioldgicos enddgenos,
expressos na auséncia de qualquer influéncia temporal, dizem-se estar em ritmo livre
(1,5,18).

3.3 Mecanismo do Relogio Molecular em Células Mamiferas

A expressao dos ritmos bioldgicos € conhecida em organismos unicelulares desde a
década de 1960 e o facto de organismos menos evoluidos filogeneticamente
manifestarem ritmicidade endogena, levava a crer que o periodo de rotacdo do planeta
tinha sido de tal forma relevante na evolugédo dos seres vivos, que o0s ritmos circadianos

por eles apresentados deveriam possuir uma base genética para se poderem perpetuar
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(16). Anos depois, estudos genéticos realizados na mosca da fruta (Drosophila
melanogaster), cujos genes reldgio séo homologos aos dos mamiferos, foram essenciais
para confirmar a teoria acima descrita: linhagens de moscas mutadas apresentavam
ritmos de eclosdo e locomocdo alterados, sugerindo uma alteracdo da expressao do
relogio circadiano (13,16). Na sequéncia destes estudos, 0 gene mutado na mosca da
fruta foi apelidado de gene PER, tendo sido o primeiro gene a ser associado aos ritmos
circadianos (26,28). J& nos vertebrados, o primeiro a ser identificado foi o gene CLOCK
(29). Nos ultimos quinze anos, a investigacdo desta tematica em organismos
filogeneticamente diferentes permitiu concluir que a ritmicidade circadiana intracelular,
que ocorre ao nivel do reldgio central e reldgios periféericos, é o resultado de uma rede
hierarquica de circuitos de retroalimentacéo transcricional/transducional (positivos e
negativos) autossustentados que trabalham em conjunto para produzir os padrbes de
expressao ritmicos (~24h) dos genes reldgio (3,7,15,22,30). Os genes relogio e as
proteinas resultantes da sua transcricdo constituem os componentes moleculares do
relégio circadiano e sdo responsaveis por gerar os ritmos circadianos no interior das

celulas do organismo (9).

Nos mamiferos, o sistema circadiano engloba dois ciclos de feedback transcricional
(figura 5): o central/primario e o auxiliar/secundario (3). O ciclo de feedback central
inclui ndo s6 as proteinas que funcionam como reguladores positivos, responsaveis por
ativar a transcri¢do génica (a CLOCK e a BMAL1, membros da familia dos fatores de
transcricdo que apresentam o dominio bHLH-PAS) como também as que a inibem
(proteinas repressoras PER1/2/3 e CRY1/2) (3,11,29). Considerando que cada ciclo de
24h tem inicio durante a noite, neste periodo, a expressao dos genes relégio é ativada
pelo heterodimero CLOCK:BMALL, através do dominio PAS. As proteinas CLOCK e
BMALL1 heterodimerizam no ndcleo e o complexo resultante liga-se a promotores
génicos especificos (com uma sequéncia E-Box), a montante dos genes alvo (PER e
CRY), ativando a sua transcricdo e a de GCR (genes controlados pelo relogio - ndo
realimentam diretamente o heterodimero mas modulam a fungéo celular ao longo do
dia). Durante o dia e ap0s tradugdo dos respetivos genes, a quantidade das proteinas
PER e CRY aumenta até atingir um determinado limiar, que permite a sua dimerizacao
no citoplasma (feedback positivo). Apos fosforilados pela CK-1e, os heterodimeros
PER:CRY retornam ao nucleo e interagem com o complexo proteico CLOCK:BMAL1,

inibindo a sua atividade transcricional (feedback negativo) (8,20,22,30). Na noite
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sequinte, as proteinas PER e CRY sdo progressivamente fosforiladas e depois
degradadas ou pela via da ubiquitina (ligases E3 especificas) ou pela proteossomal e,
por conseguinte, os seus niveis de MRNA decrescem até atingirem valores insuficientes
para reprimir a atividade do complexo CLOCK:BMAL1 (8). Como tal, este volta a
ativar a transcricdo dos genes relogio, reiniciando um novo ciclo (16). Por este motivo,
considera-se a acumulacédo nuclear temporalmente regulada dos complexos PER:CRY,
a etapa critica para o término do ciclo de feedback primério. De forma bastante
resumida, o processo global de ativacao e repressao da expressao génica acima descrito
dura cerca de 24 horas: durante o dia inicia-se sempre um novo ciclo de ativacéo
transcricional com o término da inibicdo do heterodimero CLOCK:BMAL1 pelo
complexo PER:CRY, durante a noite (3,28,29).

Ao mesmo tempo que se desenvolve o ciclo de feedback central, ocorre um ciclo de
feedback auxiliar ou estabilizador, responsavel por reprimir a transcricao periodica da
BMALL1 (11,26,31). Neste caso, 0 mecanismo de reforco da ativacéo transcricional é
mediado por grupos de recetores nucleares circadianos: os RORs (RORa, RORf e
RORY) e os REV-ERBs (REV-ERBa ¢ REV-ERBS codificados, respetivamente, pelos
genes NR1D1 e NR1D2), sob controlo transcricional do complexo CLOCK:BMAL1. O
heterodimero ativa a transcricdo dos genes REV-ERBA e RORA e as proteinas
resultantes da transcricdo dos mesmos competem entre si para se ligarem a elementos
responsivos REV-ERB/ROR (RRE), no promotor do gene BMAL1. Contudo, a ativagédo
ou inibicdo da transcricao do gene BMALL depende da proteina ligada, visto que
apresentam efeitos antagdnicos: enquanto a RORa ativa a transcri¢ao do gene BMAL1,
a REV-ERBa suprime-a (8,22,32). Assim, todos 0os componentes que compdem 0s
ciclos de feedback centrais e auxiliares determinam os niveis de expressao dos genes
do relogio central e GCR via Box-E e RRE (32). Por fim, é de realcar que a ligacao do
complexo CLOCK:BMAL1 a Box-E € capaz de ativar a expressdo de diferentes genes

relogio ao (8,27):

a) Ligar-se a promotores de GCR, que possuem o elemento E-Box na sua regido
promotora, regulando assim, ndo so a transcri¢do dos genes relégio, como também

de outros genes alvo, nomeadamente o WEEL (G2 Checkpoint Kinase) (16);
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b) Ligar-se a box-E, a montante dos fatores de transcricdo PARbZip (subfamilia de

fatores de transcricéo circadianos): DBP, HLF, TEF. Por sua vez,

elementos da Box-D induzindo a expresséo diurna de GCR (11);

estes ligam-se a

c¢) Regular a expressdo dos genes NR1D1/2 que codificam os recetores nucleares

REV-ERBo/fB, respetivamente. Estes recetores reprimem

ritmicamente a

transcricdo dos genes BMALL e NFIL3, ativados pelo RORa/B. Por sua vez, a
NFIL3 juntamente com a DBP, a CLOCK e a BMALL, regulam o ritmo nos

recetores REV-ERBa/p (28).
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Figura 5 - Mecanismo do rel6gio molecular em células mamiferas (adaptado de (27))

A ritmicidade circadiana € ainda determinada por interacbes proteina/proteina e

modificagbes pos-traducionais que regulam a taxa de associacdo, acumulacao,

translocacdo e degradacdo das proteinas PER e CRY (3,7). As modificacdes pos-

traducionais sdo responsaveis por um atraso temporal na oscilacdo circadiana que se

revela importante, uma vez que a sua inexisténcia conduziria a uma rapida acumulagéo

dos complexos PER:CRY e, por conseguinte, a uma inibi¢do prematura da transcricao.

Entre elas destacam-se a acetilacdo, fosforilagdo (caseina cinases € e 9), ubiquitinagao
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e SUMOilacdo (9). A atividade de fosforilacdo das caseinas cinases (CK-1lg e 9)
também assegura a estabilidade e a translocacdo nucleares: por exemplo, a CK-1g
fosforila as proteinas que resultam da tradugdo dos GCR e, como tal, ao serem
fosforilados/degradados, determinam a quantidade de heterodimeros PER:CRY que
entra no nucleo de modo a inibir o complexo CLOCK:BMALL1. Deste modo, a CK-1¢
é responsavel por regular a atividade do complexo, controlando a duracéo do periodo
circadiano (3,29). A par das modificagdes pos-traducionais e transcricionais, também o
mecanismo regulador epigenético contribui para a precisdo e robustez do reldgio
molecular (22,27).

De facto, quase 50% de todos 0s genes expressos no organismo se encontram
sujeitos ao mecanismo de regulacdo circadiana. Gragas a varios estudos
transcriptomicos que tém procurado salientar a importancia da regulacéo circadiana na
expressao génica, sabe-se que no ser humano, cerca de 10-15% de todos os genes
expressos em células e tecidos apresentam oscilagbes circadianas provocando
flutuacBes circadianas em diferentes processos fisioldgicos (crescimento celular,
adesdo celular, metabolismo, apoptose, fibrose, funcdo contrétil) e funcdes
cardiovasculares (frequéncia cardiaca, pressdo arterial, metabolismo cardiaco, funcéao

endotelial, resisténcia vascular, coagulacao) (8,10,11,22,31).
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4 Relogio Circadiano Cardiovascular

O desenvolvimento do sistema cardiovascular circadiano foi observado através da
emergéncia de ritmos circadianos no Utero e da diferenciacdo de células estaminais
cultivadas em diferentes linhagens celulares. Sabe-se que o relégio molecular se
desenvolve gradualmente durante a diferenciacdo e maturacéo (é possivel verificar o
aumento dos niveis de alguns dos genes reldgio durante a diferenciacdo cardiaca) e que
a expressdo dos genes do reldgio central se inicia a meio da gestacdo (22). Os niveis
dos sincronizadores maternos, principalmente da melatonina, ao atravessarem a
placenta, também influenciam o ritmo circadiano fetal. S6 apds o nascimento, decorrem
as mudancgas de periodo, amplitude e fase, de modo a alinhar o ritmo circadiano fetal
com o ambiente externo (22,33). Nas 3-6 semanas apds o nascimento, os reldgios
internos sdo gradualmente sincronizados com o periodo de 24h (5). Na verdade, o
desenvolvimento do relogio circadiano inicia-se ainda durante a formacao das primeiras
células do ser humano sendo, mais tarde, essencial na regulacdo de varios aspetos da

fisiologia humana, incluindo a fungéo cardiovascular.

4.1 Funcéo Cardiovascular

A primeira evidéncia da existéncia do relégio molecular na vasculatura foi
identificada, no inicio do século XXI, em aortas de ratinhos isoladas em diferentes
momentos ao longo de um dia (34). Poucos anos depois, foi confirmada a existéncia de
um relégio funcional através da utilizacdo de explantes de tecido cardiovascular. Com
esta experiéncia, foi possivel medir a atividade ritmica da luciferase em artérias e veias
de ratos transgénicos Perl-Luciferase, tendo os tecidos revelado 3 a 12 ciclos
circadianos de expressdo génica in vitro (35). Nos anos que se seguiram, apés a
realizacdo de varios estudos in vitro e in vivo, demonstrou-se o envolvimento dos genes
relogio na fisiologia vascular, chegando-se a conclusdo que a fungéo cardiovascular é
regulada por varios constituintes celulares que apresentam reldgios periféricos com
ritmicidade circadiana: células endoteliais, células musculares lisas vasculares,

fibroblastos, cardiomidcitos e células estaminais (20,22,27).

As células endoteliais revestem a camada interna dos vasos sanguineos e a superficie
interna das camaras cardiacas. Libertam oOxido nitrico (NO), responsavel pelo

relaxamento das celulas do masculo liso e consequente redugdo do tonus vascular, e
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também endotelina-1 e angiotensina-Il que, pelo contrario, promovem a sua contracao
e 0 aumento do tonus vascular. Ao regularem as trocas entre a corrente sanguinea e 0s
tecidos circundantes, determinam a permeabilidade sangue-tecido e regulam as
propriedades da superficie vascular (36). A superficie endotelial contém também varios
fatores que regulam a adesdo plaquetaria, a coagulacdo (trombomodulina -
glicoproteina integral de membrana com atividade anticoagulante) e a fibrinélise (PAI-
1) (36).

As celulas musculares lisas constituem a camada média dos vasos sanguineos e séo
responsaveis pela vasoconstri¢ao e vasodilatacdo. O tonus do musculo liso é controlado
pelas células endoteliais, mediadores circulantes, Sistema Nervoso Simpatico (36) e,
em alguns casos, pelo Sistema Nervoso Parassimpatico (SNPS). Estdo envolvidas no
desenvolvimento e progressdo de varias patologias cardiovasculares, nomeadamente a

aterosclerose.

Os fibroblastos estdo presentes na camada externa de tecido conjuntivo dos vasos
sanguineos. Desempenham, juntamente com as células endoteliais, um papel essencial

na angiogénese (36).

Os cardiomiaocitos sdo as células do masculo cardiaco. Exibem expressdo circadiana
dos genes relégio em resposta a norepinefrina/noradrenalina, neurotransmissor

simpatico que funciona como zeitgeber.

As células estaminais sdo células com capacidade de autorrenovacéo e diferenciacéo
nos diferentes tipos de células. Nos tecidos adultos, desempenham um papel de extrema

relevancia nos processos homeostaticos e na propria progressdo da doenca (36).

Na tabela 1 faz-se uma sintese dos principais estudos que comprovam a existéncia

de ritmicidade circadiana nas células e tecidos vasculares.
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Tabela 1 - Estudos (in vitro e in vivo) que comprovam a ritmicidade circadiana em células vasculares e cardiacas

Células

Resultados e Conclusdes dos Estudos

Referéncias

Funcéo
Vascular

Células
Endoteliais

Células
musculares lisas
(CML)

Investigou-se se os heterodimeros CLOCK:BMAL1 e CLOCK:BMAL2 séo capazes de ativar o promotor
PAI-1 em células endoteliais aorticas bovinas. Concluiu-se que:

- Ambos os heterodimeros ativam o promotor PAI-1;
- O PAI-1 apresenta variacao circadiana nas células endoteliais vasculares.

Investigou-se a presenca de GCR em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS), entre eles,
0 gene da trombomodulina (TM). Concluiu-se que o reldgio periférico das células endoteliais vasculares
regula a expressao génica circadiana da trombomodulina.

As CML da aorta de ratinhos foram tratadas com angiotensina Il, potente vasoconstritor, durante cerca
de 2h. Verificou-se que:

- Os genes PER2, DBP e BMAL1 apresentam evidente oscilagéo circadiana;
- A angiotensina Il induz o aumento da expressao do gene PER2.

Em CML da linhagem Movas-1, submetidas a choque sético, analisou-se a expressao dos genes rel6gio
e o potencial da norepinefrina e da forscolina (10°M) enquanto potenciais zeitgebers do gene Bmall
nestas células. Verificou-se que:

- Além dos genes relogio, também os TIMP 1/3, COL3A1 e as proteinas SM22a e CNN1 expressam
padrdes circadianos;
- A norepinefrina e a forscolina s@o capazes de sincronizar os ritmos circadianos do gene BMALL.

37)

(38)

(39)

(40)



Células

Resultados e Conclusdes dos Estudos

Referéncias

Funcao
Cardiaca

Fibroblastos

Cardiomidcitos

Células
Estaminais

Os fibroblastos de ratinhos foram expostos a altas concentragdes de soro de cavalo adulto e, mais tarde,

a 10uM de forscolina durante 2h, de modo a estudar a sua influéncia na expressao dos genes rPER1,
rPER2, REV-ERBA, DBP. Verificou-se:

- Oscilacdo circadiana de alguns genes relégio (rPERL, rPER2, REV-ERBA, DBP, TEF);
- Inducéo da expressao circadiana dos genes PER1/2 e DBP pela forscolina.

“rPer: homologos do gene PER da Drosophila

Procedeu-se a transfecdo de culturas de fibroblastos de rato-1 com um plasmideo Bmall:luc e de
fibroblastos primarios obtidos de ratinhos mPer2-cSV40 - Monitorizou-se o0s ritmos circadianos da
expressdo dos genes relogio durante 1-2 semanas. Conclui-se que os fibroblastos apresentam oscilagcdes
circadianas in vitro acentuadas, independentes e autossustentadas.

A exposicdo aguda (2h) e crdnica de ratos adultos isolados a diferentes concentracfes de soro bovino
fetal, 50% e 25%, respetivamente, e a 2,5% (standard da cultura) revelou a oscilacédo circadiana dos genes
BMALL, REV-ERBA, PER2, DBP nos cardiomiocitos mesmo quando foram expostos somente a 2,5% de
soro.

Investigou-se também se a glucose (5 mM) e a norepinefrina (10uM, 2h) funcionavam como zeitgebers
dos genes reldgio nos cardiomidécitos e verificou-se que, ao contrario da norepinefrina, a glucose nao
induziu a expressao dos genes reldgio, tanto na presenca como na auséncia do soro.

Isolaram-se ratinhos WT" e Per-2™™ para determinar se a mutacdo do gene PER2 afetava a funcéo
endotelial e a angiogénese. Observou-se disfuncdo endotelial parcial resultante do comprometimento da
funcdo endotelial de células progenitoras endoteliais.

*WT: Wild-Type; * Per-2™™: mutagfo homozigdtica no gene PER2
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4.2. Variaveis Fisiologicas Cardiacas

A maior parte das variaveis fisioldgicas cardiacas, tais como a pressao arterial (PA),
frequéncia cardiaca (FC), contratilidade cardiaca, hemostase e pardmetros eletrofisioldgicos,
apresenta padrdes unicos de atividade circadiana, sendo o seu ritmo circadiano responsavel por
modular eventos cardiovasculares adversos graves, nomeadamente o Enfarte Agudo do
Miocardio e a Fibrilhacdo Auricular (8,12,17,19,46).

4.2.1. Pressao Arterial

A PA, medida da pressdo que o0 sangue exerce internamente sobre as paredes das artérias ao
longo de um ciclo cardiaco, é uma das variaveis fisiol6gicas mais importantes. E definida pelo
produto do débito cardiaco (DC = FC x VE) pela resisténcia periférica total (RPT): PAM =
DC x RPT (31). De um modo geral, a PA atinge niveis mais elevados durante o periodo de
vigilia comparativamente ao periodo do sono. Ha vérias décadas que se sabe que, em individuos
saudaveis, com padrdo diurno/matutino de atividade, a PA apresenta um padrdo circadiano
carateristico: sofre um aumento acentuado ao acordar (ap6s adocao da postura ereta), designado
“aumento matinal” que coincide com o aumento da expressdo de fatores de coagulacdo, da
producdo de plaquetas e da trombogénese, atingindo o pico a meio da manhd. Embora durante
a tarde se inicie uma diminuicdo gradual dos valores de PA, é durante a noite que estes sofrem
um decréscimo mais acentuado (20-22,47). Para a manutencdo da salde cardiovascular é
essencial manter uma diferenca entre a PA noturna e diurna de 10-20% (19). Tal como
representado na figura 6, o padrdo circadiano da PA resulta tanto de efeitos comportamentais
(alterac@es ciclicas exdgenas provocadas pelo ciclo sono-vigilia) como de fatores ambientais
que interagem com os ritmos circadianos de sistemas responsaveis por regular a PA (SNA,
Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona, endotélio vascular) afetando as propriedades

intrinsecas dos vasos sanguineos (36,48,49).

Fatores
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Figura 6 - Ciclo circadiano da presséo arterial (adaptado de (49))
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e Sistema Nervoso Auténomo (SNA)

O SNA desempenha um papel vital nas respostas fisioldgicas e patologicas do sistema
cardiovascular. Enquanto o SNS induz o aumento da FC, contratilidade miocérdica e RPT, o
SNPS, pelo contrério, conduz a redugdo da FC e da contratilidade cardiaca, embora em menor
grau (53). Ambos seguem um padrédo de ritmicidade circadiano: a atividade parassimpatica é
mais pronunciada durante a noite, enquanto 0 SNS apresenta um pico matinal, coincidente com
a elevada sensibilidade dos recetores vasculares (46). De acordo com estudos nos quais foram
feitas medicdes seriadas de catecolaminas plasmaticas (epinefrina e norepinefrina) durante 24h,
concluiu-se que o principal determinante do padrdo circadiano da PA é o SNS, visto que 0s
valores das catecolaminas seguem um padrdo idéntico ao da PA. O pico matinal da PA parece
estar relacionado com o aumento da atividade do SNS: a estimulagdo simpatica das fibras
musculares cardiacas (aumento da forga contréatil e da frequéncia de despolarizacdo do né

sinoatrial) e dos rins (aumento da secrecao de renina), traduz-se no aumento da RPT (2).

« Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)

O Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona regula a PA e apresenta um padrao circadiano
com niveis mais elevados durante o inicio da manha (49). Segundo N. Ohashi et al. (2017),
mais recentemente, o foco tem sido compreender de que modo os disturbios do ritmo circadiano

na ativacdo do SRAA conduzem a danos renais, hipertenséo e variagdes diurnas da PA (50).

e Endotélio Vascular

O endotélio vascular, camada Unica de células que reveste toda a rede vascular, apresenta
propriedades vasodilatadoras importantes na protecdo contra patologias cardiovasculares (19),
visto que a 6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS) possui funcGes ateroscleréticas: produz
NO responsavel por inibir a agregacéo plaquetaria e regular a permeabilidade dos vasos (51,52).
Sob condigbes fisioldgicas, o vasorelaxamento dependente do endotélio é reduzido durante o
dia, devido a menor producdo de NO durante a manha (53). Alguns estudos mostram que 0s
relégios circadianos periféricos podem regular a expressdo da eNOS, e, por conseguinte,

modular a variacdo diurna da PA (54).

e Cortisol

O ritmo circadiano do cortisol encontra-se em estreita associagdo com o ciclo sono-vigilia e
a sua secrecdo responde as variacbes da concentracdo plasméatica da hormona

adrenocorticotréfica (ACTH), o que justifica o pico de concentragcdo nas primeiras horas da
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manhd, ao acordar (é libertada praticamente metade da concentragdo de cortisol o que coincide
com a ativagao simpatica), e os valores proximos de zero a hora de dormir (12). Muitas funcdes
cardiovasculares ciclicas sdo controladas pelo cortisol: este aumenta a libertacdo da hormona
antidiurética (ADH) pela neuro-hipofise e de angiotensinogénio no figado, elevando a PA e 0
DC (2).

4.2.2. Frequéncia Cardiaca

O padrao circadiano da FC assemelha-se bastante ao da pressao arterial sistélica (PAS) e da
pressao arterial diastolica (PAD) em condi¢des normais e revela uma forte dependéncia
genética ao nivel de valor médio diurno, amplitude de variac&o e horario do pico ao longo das
24h (55). Apos o despertar, aumenta de modo acentuado, atingindo um pico por volta do meio-
dia. Por sua vez, diminui progressivamente até por volta das 4h da manhda, quando atinge o seu
valor mais baixo. Diminui durante o sono/repouso e ao acordar aumenta rapidamente, assim
como o DC (10,20,22). Contrariamente & PA, a variacéo circadiana da FC é semelhante tanto
em individuos com PA normal como em individuos hipertensos (2). E regulada pelo SNA (a
nivel central) e pelos reldgios periféricos que controlam a expressao e funcao dos canais i6nicos

de sddio, potassio e célcio (20).

O pico matinal do SNS e 0 aumento da atividade do SRAA juntamente com a diminuicao

do sistema parassimpatico contribuem para o aumento da PA e da FC durante a manha (46).

4.2.3. Funcéo Contractil

A contratilidade cardiaca varia ao longo do dia e é regulada pelos relégios moleculares
presentes no miocardio (20). E influenciada por vérios mecanismos que incluem o
metabolismo, sinalizacdo celular, homeostase do calcio e composicao dos filamentos que estdo
sob controlo circadiano. Alguns componentes dos miofilamentos (proteina C de ligacdo a
miosina, tropomiosina, troponinas | e T) apresentam flutuacéo circadiana. Contudo, o papel que
tanto a oscilacdo didria das proteinas dos miofilamentos, como as modificacbes pos-
traducionais dos componentes contrateis desempenham nas diferencas circadianas observadas

ao nivel da contratilidade cardiaca, ainda permanece sem resposta (56).

4.2.4. Sistema Hemostatico

A atividade hemostatica depende do equilibrio entre a coagulagéo (previne a perda excessiva
de sangue durante eventos hemorragicos) e a atividade antitrombotica (previne a formacéo de

codgulos, garantindo a perfusdo aos sistemas orgénicos) (19,57). A coagulagéo funciona como
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um mecanismo protetor mas também pode ser responsavel pela ocorréncia de eventos
cardiovasculares graves (19). A atividade de coagulacdo é maior durante a manha, enquanto a
atividade antitrombatica é mais reduzida (47,49). A coagulacdo encontra-se aumentada durante
a manhd porque a agregacao plaquetéaria, regulada pelo relogio central (via trombopoietina), e
os marcadores de ativagdo da superficie plaquetaria (CXCL4 e B-TG) apresentam um pico
matinal, entre as 6h e 0 12h (58,59).

Durante o periodo em que se verifica 0 aumento da atividade coagulante, ocorre reducédo da
atividade trombolitica, o que pode ser parcialmente explicado pela reducéo da concentracéo do
complexo inibidor de plasmina (CIP) no sangue e pelo aumento da concentragéo do inibidor do
ativador tecidular de plasminogénio tipo 1 (PAI-1) durante o periodo da manhd (53). O PAI-1
é um importante inibidor da atividade fibrinolitica e, como tal, a reducdo da sua concentracao
aumenta a probabilidade de desenvolvimento de codgulos sanguineos nas primeiras horas da
manha (60). As atividades do PAI-1 e do ativador do plasminogénio tecidular (t-PA) oscilam
em oposicao de fase: enquanto o pico de atividade do PAI-1 ocorre durante a manha, a do t-PA
ocorre durante a tarde (60). Em resumo, durante a manha verifica-se um aumento da expressdo
do PAI-1 e da funcdo plaquetéaria, niveis aumentados de fibrinogénio circulante e outros fatores
de coagulacgdo, assim como uma diminuicdo da atividade fibrinolitica durante as primeiras horas
do dia (o PAI-1 é inibido) (2,17,21).

A tabela 2 resume os principais efeitos da variacdo circadiana dos processos

cardiovasculares anteriormente descritos no sistema cardiovascular.

Tabela 2 - Alteragdes nos processos cardiovasculares durante o periodo da manha (adaptado de (59))

Processos Atividade Efeitos no
Cardiovasculares durante a manha sistema cardiovascular
Ténus Simpaético + 1 PA, FC, Vasoconstrigdo
Endotélio Vascular - Formacdo da placa de ateroma
Agregacdo plaquetaria +

— — 1 Formacao de coagulos
Atividade trombolitica -
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5. Disrupcao do relogio bioldgico como fator de risco
para patologias cardiovasculares

Os ritmos circadianos constituem um importante componente da Fisiologia Humana (22),
sendo essenciais para a manutencdo de varias funcées (ciclo sono-vigilia, temperatura corporal,
FC, PA) e para a homeostasia sistémica (2). Assim, quando os relogios bioldgicos internos
ficam dessincronizados dos ciclos ambientais, os diferentes niveis de organizagao do organismo
humano (molecular, celular, tecidular e sistémico) sdo também afetados: desde a regulacéo do
genoma até ao controlo da sintese proteica, sinalizacdo celular e varias funcdes fisioldgicas,
com consequente desenvolvimento e progressdo de patologias com diferentes etiologias
(neoplasias, distdrbios do sono, metabdlicos, cognitivos, psiquiatricos) incluindo as patologias
cardiovasculares (figura 7) (3,5,21). O comprometimento prolongado dos ritmos fisiologicos,
comportamentais e bioquimicos do organismo designa-se por Cronodisrupcdo (14). A inter-
relagcdo entre os ritmos circadianos e a doenca humana pode criar um ciclo vicioso entre a

expressao da doenca e a perturbacdo circadiana (61).
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Figura 7 - Homeostasia e disrupcao do relégio circadiano (adaptado de (3))
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Esta monografia incide apenas sobre a disrup¢do do reldgio bioldgico e a sua relagdo com
as patologias do foro cardiovascular. E importante frisar que a disrupgdo do reldgio circadiano
(interrupcdo dos ritmos de 24h) contribui para o desenvolvimento de patologias
cardiovasculares mas o contrario também ¢ verdade (22). Sabe-se, hoje, que a disrup¢do do
relégio circadiano pode ser provocada, quer por fatores ambientais quer por fatores intrinsecos,
e ambos podem aumentar o risco de doenca cardiovascular (DCV).

5.1. Fatores Ambientais

Alguns estudos observacionais sugerem que a dessincronizacao entre os rel6gios centrais e
periféricos pode ocorrer em determinadas situacdes associadas aos habitos da vida moderna dos
paises desenvolvidos, tais como, o trabalho por turnos, jet lag social, atividades noturnas
prolongadas com luz artificial, distdrbios do sono, entre outras (21,30,36,62). Embora ainda
ndo tenha sido estabelecida uma relacdo robusta de causalidade, sabe-se que estes disturbios do
estilo de vida podem aumentar a incidéncia de DCV fatais e ndo fatais (18). Nos individuos em
que estes fatores ambientais levam a disrupc¢do do reldgio bioldgico, varias fungdes do sistema
cardiovascular (PA, FC), ritmos de temperatura corporal e secre¢cdo hormonal séo afetados (12).
De seguida, apresentam-se alguns estudos epidemioldgicos que mostram como estes fatores
podem contribuir para o aumento dos fatores de risco cardiovasculares e para o

desenvolvimento de DCV.

5.1.1. Trabalho por turnos

Em resultado da industrializacdo e dos avancos tecnoldgicos, o dia passou a estender-se
muito além das horas com luz, prolongando-se as horas de vigilia. Segundo estudos europeus e
americanos, cerca de 15 a 30% da populacdo desenvolve algum tipo de trabalho noturno
(21,62). A troca de turno de trabalho obriga os individuos a estarem ativos quando
deveriam estar em repouso e vice-versa (16). As pessoas que trabalham constantemente por
turnos possuem maior probabilidade de apresentar piores resultados em saude (neoplasias,
diabetes, sindrome metabolico e patologias cardiovasculares) devido a vias multifatoriais que
incluem fatores psicossociais, insonia, atividade fisica reduzida, qualidade nutricional alterada
e exposicao reduzida a luz (19,31,46,63,64). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(https://www.who.int/), o trabalho por turnos é considerado fator de risco para doenca
coronaria, morte cardiaca subita, entre outras patologias clinicas. Sabe-se ainda que podem
desenvolver padrao de hipertensdo ndo-dipper (diferenca entre a PAS noturna e diurna inferior
a 10%), o que aumenta o risco cardiovascular (RCV).
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e Kitamura et al. (2002) verificaram que trabalhadores por turnos com hipertenséo leve e com
0 mesmo horario de trabalho (4 dias de turno diurno, 2 dias de folga e 4 dias de turno noturno)
apresentavam uma alteracao no padréo de reducdo da PA. No primeiro dia do turno noturno,
a variacdo circadiana da PA alterou de um padrao dipper (diferenca entre a PAS noturna e
diurna entre 10-20%) para um padrdo ndo-dipper e ao fim de 4 dias reverteu completamente
para um padrdo dipper. Assim, concluiram que o trabalho noturno altera o ritmo diurno

normal da PA em pacientes com hipertensao (65);

e Foi feita a monitorizagcdo ambulatdria da pressdo arterial de 24h (MAPA) em 50 enfermeiros
de unidade de terapia intensiva (25 que fazem o turno da noite e 25 que fazem o turno do
dia) durante 7 dias. Verificou-se que a PAS e PAD médias durante o tempo de sono foram
superiores nos enfermeiros que faziam os turnos da noite (PAS: 118 mmHg vs 112 mmHg
e PAD: 62 mm Hg vs 59 mm Hg). Concluiu-se que o trabalho noturno perturba os ritmos
circadianos do sono, conduzindo ao stress mental que pode constituir um fator de risco direto
paraas DCV (66);

e Fujino et al. (2006) mostraram, através de um estudo prospetivo, que trabalhadores
japoneses do sexo masculino em turnos rotativos revelaram um risco de morte por doenga

isquémica 2,32 vezes superior ao dos trabalhadores diurnos ou noturnos (67);

e Morris et al. (2017) demonstraram, através de um estudo altamente controlado em
individuos saudaveis, que o desalinhamento circadiano observado em trabalhadores por
turnos, aumenta ndo s6 a PA como também marcadores de inflamacdo, tais como a proteina
C Reativa (PCR) (68).

5.1.2. Jet lag social

O jet lag social pode ser definido como a diferenca entre o tempo de sono no trabalho e nos
dias livres e tem vindo a tornar-se cada vez mais prevalente em adolescentes e jovens adultos.
Carateriza-se por fadiga, dores de cabeca, ritmos de sono perturbados e/ou insénia, estado de
alerta e capacidade de realizar tarefas cognitivas reduzidos (63,69). Alguns estudos indicam
que o jet lag esta associado a distarbios da FC e ao aumento do RCV, como consequéncia da
diminuicdo dos niveis de HDL, aumento dos niveis de triglicéridos e diminui¢cdo da

sensibilidade a insulina (30).
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5.1.3. Atividades noturnas

A luz artificial e a tecnologia de que dispomos atualmente (televisdo, computadores e
smartphones) interrompe a integridade dos ritmos circadianos internos e perturba a organizagédo
temporal da fisiologia e do comportamento (5,21). A luz artificial mudou a nossa percecdo da
transicdo do dia para a noite e diluiu drasticamente a diferenca entre as duas fases (4). De facto,
a exposicdo das pessoas a luz durante a noite dessincroniza os reldgios intrinsecos, com
consequente supressdo da producdo de melatonina e alteracdo do ritmo de sono/vigilia e
jejum/alimentacdo. Alguns estudos mostram que a luz de comprimento de onda curto (luz azul
e luz de diodo emissor de luz (LED) é um dessincronizador bastante forte estando associado ao
sindrome metabolico, disturbios psiquiatricos, sonoléncia e reducdo da qualidade de vida,
especialmente para determinados cronotipos (propensao para estar ativo, inativo ou adormecido

num horario especifico durante um ciclo de 24 horas) (22).

5.1.4. DistUrbios do sono

A maioria da popula¢do mundial ndo atinge as 7-8h diarias de sono recomendadas, seja por
insonia ou outros distdrbios do sono, apresentando risco aumentado de desenvolver DCV (22).
Muitas vezes, o déefice de sono ou a fadiga estdo associados ao consumo de cafeina. De facto,
Oike et al. (2011) demonstraram que a cafeina (componente psicoativo que pode
temporariamente afastar a sonoléncia, aliviar a fadiga e reduzir a ansiedade), quando consumida
de modo cronico, fortalece o periodo de atividade locomotora mas alonga os ritmos circadianos
em linhagens de células de mamiferos cultivadas (in vitro) e em explantes de figado de ratinhos
(in vivo e ex vivo), em condigdes de luz/escuridao constantes (70). Contudo, segundo Crnko et
al., ha estudos que demonstram que os consumidores de cha e cafeina sdo menos propensos a

desenvolver um acidente vascular cerebral (AVC) ou enfarte agudo do miocardio (EAM) (36).

A importancia dos fatores ambientais foi comprovada por estudos realizados em unidades de
terapia intensiva. Por exemplo, num estudo que envolveu 568 doentes, ap6s EAM e com idade
média de 62 anos, Beauchemin et al. (1998) demonstraram haver uma associacdo entre as
condic@es de iluminacdo do quarto numa unidade de terapia intensiva cardiaca e a mortalidade
(71). A duracdo media da estadia nos quartos foi de 2,46 dias (2,3 nos quartos mais expostos a
luz solar e 2,6 nos menos expostos). Concluiram que a mortalidade foi mais elevada nos quartos
menos expostos a luz solar em ambos 0s sexos e 0s doentes tratados nos quartos mais
iluminados obtiveram melhores resultados. Oyama et al. (2017) verificaram que a luz brilhante

parece influenciar de forma positiva a expressao do microRNA circadiano apds um EAM (72).
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A figura 8 resume, de modo esquemaético, a relacdo dos fatores que foram anteriormente
apontados como possiveis disruptores dos ritmos circadianos com os processos fisiopatologicos

que conduzem ao aumento do RCV.

Distarbios do sono
Trabalho por turnos
Jet lag

Atividades noturnas/Luz artificial

e
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@ T RISCO CARDIOVASCULAR

Figura 8 - Relacéo entre a disrupgdo circadiana e os fatores de risco cardiovasculares (adaptado de (21))

Apesar das varias evidéncias que sugerem que os fatores ambientais ao interromperem 0s
ritmos fisiol6gicos podem contribuir para eventos cardiovasculares e aumentar outros fatores
de risco comummente associados as DCV, o efeito que a dessincronizacgdo circadiana crénica

exerce sobre os fatores de risco cardiovasculares ainda requer mais estudos.

5.2. Fatores Genéticos

As patologias cardiovasculares podem também ser induzidas por fatores genéticos
relacionados com os relégios biologicos (desacoplamento entre os relogios do NSQ, resultante
do envelhecimento, e/ou entre os relégios centrais e periféricos; alteragdes funcionais dos genes
rel6gio) que resultam em rutura circadiana e por fatores relacionados com a supressdo noturna

de melatonina ou perda da ritmicidade do cortisol (cronodisruptores) (5). Os estudos mais
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recentes que tém sido realizados para compreender o impacto da organizacdo temporal dos
processos biolégicos circadianos na fisiopatologia cardiovascular, sustentam a ideia de que 0s
ritmos circadianos modulam néo so6 as fungdes fisiologicas cardiovasculares como também a
incidéncia, desenvolvimento e desfecho das DCV. Estes estudos assentam, essencialmente, em
andlises epidemioldgicas em humanos (observacionais e intervencionais) e estudos
experimentais em modelos animais geneticamente modificados (8,15,27). Apesar de ambas as
categorias de estudos contribuirem para a compreensdo do impacto dos ritmos circadianos na
fisiopatologia cardiovascular, a maior parte do conhecimento que existe provém de estudos
realizados em modelos animais com interrupcdo do ritmo circadiano (modificacéo
genética/disfuncdo completa do relégio molecular ou dessincronizagdo dos estimulos externos
com o reldgio bioldgico intrinseco) (20,22). A maioria dos estudos realizados em humanos até
ao momento foi meramente observacional. Na verdade, nos humanos, o mecanismo do relégio
molecular é bastante preservado e as mutagdes genéticas, passiveis de serem induzidas em

modelos animais, raramente se verificam (22).

A tabela 3 sintetiza as principais conclusdes retiradas dos estudos experimentais mais
relevantes realizados em modelos de ratos geneticamente modificados. Nestes estudos, a
mutacdo ou delecdo de alguns genes relogio fornece evidéncias genéticas que reforcam a
relacdo entre a ritmicidade circadiana e a disfuncdo, remodelacdo e lesdo vascular (31,36). Além
disso, permitem compreender o papel que estes genes desempenham na regulacdo de diferentes
variaveis fisioldgicas cardiacas e o0 impacto que podem ter no desenvolvimento de fatores de

risco cardiovasculares e/ou patologia cardiovascular.
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Tabela 3 - Estudos experimentais em modelos de ratinhos geneticamente modificados

Genotipo Fenotipo Referéncia
Ritmo circadiano da PA e FC afetados (73)
PA reduzida devido a alteracGes da vasculatura (reducédo da producéo de catecolaminas plasmaticas)
Cardiomiopatia dilatada associada a idade (reducdo da espessura das paredes do miocardio, dilatacdo (74)
Mutantes com delecéo do ventriculo esquerdo e reducéo da funcéo sistolica)
do gene BMAL1 Metabolismo cardiaco interrompido e funcédo contratil comprometida (75)
Aumento dos niveis de fibrinogénio, FVW e PAI-1 = Risco de Trombose (76)
Estado de hipercoagulabilidade; Aumento da trombogenicidade arterial e venosa (77)
Mutantes com - : «
delecio do gene CLOCK Perda renal de sodio e hipotensao (78)
Hipertensdo; Reducdo da vasoconstricdo mediada por catecolaminas; Aumento da aterosclerose (79)
Mutantes com delec&o dos Hipertensdo sensivel ao sal (niveis plasmaticos de aldosterona anormalmente elevados) (80)
genes CRY1/2 Aumento da sensibilidade barorreflexa
Elevacéo constante de citocinas pro-inflamatdrias (IL-6, TNF-a, 6xido nitrico sintase induzivel) (81)
Mutantes com Hipertensdo ndo-dipper apenas em ratinhos machos (82)
delecdo do gene PER1 Perda renal de sédio, com reducdo da PA (83)
Diminuicao discreta da PAD, ligeira elevacdo da FC e reducao do padrao dipper ao longo de 24h (84)
Disfuncdo endotelial:
Mutan?es PER2 - Diminuicdo da producgdo de prostaglandinas e NO = Respostas vasodilatadoras dependentes do
(perda funcional do gene) 0 (85)
endotélio afetadas
- Aumento da resposta vasoconstritora mediada pela COX-1 = Aumento do risco de hipertenséo
Mutantes com delecéo dos fatores _— . . . . . x .
¢ Cardiomiopatia; Hipertrofia cardiaca; Disfuncéo ventricular esquerda (86)

PAR bZIP (DBP, HLF, TEF)



Genotipo Fenotipo Referéncia
Mutantes . . .
Remodelacdo vascular patoldgica; Leséo vascular; Disfuncéo endotelial 87
BMALL e CLOCK ¢ patolog ¢ ®7)
Estudo simultaneo de alteracdes ambientais e do ritmo genético. Em ratinhos com mutagdo na CKle,
0 periodo do ritmo genético alterou para 22h. A viver em ambiente de 24h desenvolveram
Mutantes CKle cardiomiopatia, fibrose cardiaca extensa e a contratilidade cardiaca foi afetada. (88)
(mutantes tau) Quando foram mantidos num ambiente com ciclo de 22h consistente com 0 seu mecanismo circadiano
interno, restaurou-se a sincronia e ndo desenvolveram disfuncgéo cardiaca.
Mutantes REV-ERBa. Aumento dos niveis séricos de colesterol, TAG, &cidos gordos livres (89)
Ratinhos com interrupcéo - . o .
do ritmo circadiano Sinais de aterosclerose (reducao do diametro luminal e aumento da parede do vaso) (90)
(ndo especifico de tecido)
Nestes mutantes, a ritmicidade circadiana foi interrompida apenas nos cardiomidcitos e verificou-se:
- Sobreexpressdo da proteina CLOCK mutante sob o promotor da cadeia pesada da miosina;
Mutantes Bmall especificos . L . i .
L - FC inferior (bradicardia) comparativamente aos ratinhos wild-type;
de cardiomidcitos ( ) P yp (91)
(delecdo genética) - Tolerancia diminuida a lesdo de isquemia-reperfuséo (I/R);
- Cardiomiopatia dilatada grave com reducdo da esperanca média de vida.
Mutantes CLOCK especificos de Tolerancia diminuida a lesdo de I/R miocardica; 0
cardiomidcitos Os ritmos na lesdo/disfuncdo miocardica induzida por I/R estdo em fase com os ritmos estabelecidos (92)
no inicio do EAM.
Mutantes BMA_L_l espeC|f|,cos de Reduc&o do ritmo circadiano da PAM e decréscimo da amplitude da mesma
células endoteliais e do musculo (93)

liso*

*Os efeitos provocados pela deficiéncia do gene BMAL1 dependem do tipo de célula cardiaca. A ritmicidade da PA nao é afetada pela
dele¢do do gene BMAL1 em cardiomidcitos ao contrario das células musculares lisas e endoteliais
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Da anélise da tabela é possivel concluir que, o gene BMALL participa na regulacdo da PA
e da FC e na manutencéo da integridade estrutural e funcional do musculo cardiaco. O gene
CLOCK, ao ser deletado, conduz a perda renal de sédio com consequente hipotensao, o que
realca o papel deste gene na regulacdo da PA. Ambos os genes BMALL1 e CLOCK séo
importantes na regulacdo da funcdo vascular. Os genes CRY mostraram promover a
aterosclerose e ser importantes na regulacio da PA. A semelhanca dos genes BMAL1 e
CLOCK, também o gene PER1 demonstrou participar na regulacdo da PA. A mutacao
funcional do gene PER2 mostrou que este gene participa na regulacdo da PA e da FC e na

regulacdo da funcdo vascular.

A delecdo dos trés principais fatores de transcricdo (DBP, HLF, TEF), associados ao
mecanismo do reldgio molecular, permitiu concluir que estdo diretamente implicados na

manutencdo da integridade do musculo cardiaco.

Os estudos permitem ainda concluir que os genes BMAL1, CLOCK, CRY, PER e REV-ERB

estdo implicados na regulacdo do processo fisiopatoldgico da aterosclerose.

A mutacdo da CKle demonstrou que, tanto a interrupcdo dos ritmos como a
dessincronizacdo dos reldgios externos, centrais e periféricos podem conduzir ao
desenvolvimento de patologias cardiovasculares e que a dessincronia entre os reldgios central

e periféricos exacerba a disfuncéo cardiaca.



5.3. Patologias Cardiovasculares: variacao circadiana e genes relogio

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as DCV sdo a principal
causa de morte no mundo, sendo responsaveis por cerca de 17,9 milhdes de mortes por
ano. Nos paises desenvolvidos sdo consideradas a causa primaria de morte (29). A
elevada prevaléncia, tanto a nivel mundial como nacional, e o seu carater crénico faz
delas umas das principais causas de morbilidade e invalidez, traduzindo-se na perda

precoce de anos de vida e na reducéo da qualidade de vida.

A ritmicidade diaria € importante para a manutencdo de um sistema cardiovascular
saudavel, mas, tal como explicado no ponto anterior, também cria uma janela de
vulnerabilidade para as patologias cardiovasculares (94). Ha trés décadas atras, admitia-
se que os eventos cardiovasculares adversos ocorriam de modo aleatorio. Hoje, sabe-se
gue a maior parte dos eventos cardiovasculares agudos ndao sé ndo ocorrem
aleatoriamente como apresentam um padrdo de ritmicidade circadiana, revelando um
pico nas primeiras horas da manha, na transicdo da fase de sono para a de vigilia
(4,8,18,28,29). De facto, a incidéncia de eventos cardiovasculares como a morte
cardiaca subita, 0 EAM e as arritmias ventriculares foram aproximadamente 40% mais
frequentes entre as 6h e as 12h, comparativamente ao resto do dia (12,94). Na tabela 4
encontram-se  alguns dos principias eventos cardiovasculares que apresentam
ritmicidade circadiana, relacionados com a fase do dia mais provavel para ocorrem
(2,17,27).

Tabela 4 - Fase do dia mais comum para o inicio dos eventos cardiovasculares adversos
(adaptado de (47))

Evento Cardiovascular Adverso Fase do dia
Morte Cardiaca Subita

Enfarte Agudo do Miocérdio Inicio da manha

Acidente VVascular Cerebral

Taquicardia/Fibrilhagdo Ventricular Manha
Hemorragia subaracnéidea Periodo Diurno (sem fase preferencial)
Fibrilhacdo Auricular Manhé&/Noite

A semelhanca dos padrdes temporais de diferentes eventos cardiovasculares e
cerebrovasculares agudos parece sugerir a possibilidade de que compartilhem

mecanismos fisiopatologicos comuns (95). Na verdade, a maior parte destes eventos
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coincide com alteracdes fisiopatologicas que ocorrem no mesmo periodo: aumento
matinal da PA (0 que aumenta a presenca de placas vulneraveis nas artérias, mais
propensas a rotura) e da FC, da producdo plaquetéria e de fatores pré-tromboéticos; o
declinio da funcdo vascular endotelial/diminuicdo da capacidade vasodilatadora
(2,32,36,49,54). Durante o periodo noturno, pelo contrério, a incidéncia de eventos
CDV € menor, visto que além do tonus vascular e da coagulabilidade sanguinea serem
mais reduzidas, sdo também acompanhadas por uma reducdo da FC, da PA e da morte
celular (figura 9).

v ‘ ‘
—4
} Fungdo vascular endotelial 1 Fung&o vascular endotelial
(capacidade vasodilatadora) (capacidade vasodilatadora)
1 Tdnus Vascular | Ténus Vascular
1 Produgao plaquetaria, fatores pro- | Produgdo plaquetaria, fatores pro-
trombdticos e coagulabilidade trombdéticos e coagulabilidade
sanguinea sanguinea
1 Necessidade de O, | Necessidade de O,
1 FC, PA,DC | FC, PA,DC
t Morte Celular | Morte Celular
Incidéncia de Incidéncia de
eventos CDV 1 eventos CDV |

Figura 9 - Fisiopatologia associada a ritmicidade circadiana dos eventos CDV
(adaptado de (18))

Ainda assim, &€ importante ressalvar que os padrdes circadianos das DCV podem
apresentar diferencas em funcdo do sexo, idade, etnia e condigbes pré-existentes
(21,22). Assim, ao contrario do que foi referido anteriormente, um estudo recente
considera que na bacia do Mediterraneo a incidéncia do EAM é superior entre 0 meio-
dia e a meia-noite (29). Alguns fatores, tais como o nimero de horas de luz solar, a
desigualdade na prevaléncia de fatores de risco cardiovascular e o habito de descanso a

tarde (a tipica “sesta’), podem explicar a diferenga observada (96).
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Apesar das DCV incluirem um grande numero de patologias, neste trabalho focamo-
nos apenas nas que apresentam maior relevancia clinica: a Hipertensdo Arterial (HTA)
que constitui o principal fator de risco para as DCV, a Insuficiéncia Cardiaca (IC) e a
Doenca Cardiaca Isquémica (DCI). De seguida, serdo abordados alguns aspetos
relevantes relacionados com o padrdo de variacdo circadiana de cada uma delas,
incluindo os genes relogio que, atualmente, se pensa terem um papel importante no seu

desenvolvimento.

5.3.1. Hipertensdo Arterial

Segundo o CDC (https://www.cdc.gov/), a HTA provoca mais de 10 milhGes de
mortes por ano em todo o mundo. Carateriza-se por um aumento, silencioso e crénico
da PA, envolvendo processos patolégicos de remodelacdo vascular, inflamacéo e/ou
aterosclerose que comprometem a perfusio de érgéos-alvo. E considerada o principal

fator de risco evitavel para morte prematura e incapacidade em todo o mundo (97).

Atualmente, o0 método mais robusto para o diagnostico de HTA é a monitorizacao
ambulatoria da PA de 24 horas (MAPA). Ao fornecer um nimero elevado de leituras
ao longo de 24h comparativamente as leituras isoladas em casa ou no consultorio
(sujeitas a viés), permite avaliar a variabilidade circadiana da PA e obter valores mais
fiaveis (98,99). Este método tem permitido identificar a existéncia de quatro padrdes de
variacdo da PA nos pacientes: nos pacientes dipper, a PA reduz 10 a 20% em relacao
ao valor diurno devido a diminuicdo do tonus simpatico e ao aumento da atividade vagal
durante o sono; nos pacientes nao-dipper, a reducdo da PA € inferior a 10%; nos
pacientes extreme dipper a reducdo da PA é superior a 20% e em pacientes
reverse/inverse dipper a PA ndo sé ndo sofre reducdo relativamente ao valor diurno
como pode apresentar valores mais elevados (55,62,98). A hipertensdo ndo-dipper esta
associada a ativacdo do SRAA, disfuncédo endotelial, aumento do risco de insuficiéncia
renal e de eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais (AVC, EAM, IC)
(32,47,62,100,101). Apesar do padrdo de PA reverse/inverse dipper também contribuir
para um mau prognastico, a literatura disponivel sobre as possiveis implicacGes clinicas
ainda é relativamente escassa (46). Assim, podemos depreender que, além do aumento
da PA matinal, a ndo reducdo da PA noturna também pode contribuir para 0 aumento
do risco de desenvolvimento de DCV (91). A tabela 5 resume os principais genes

relégio envolvidos na regulacéo da PA.
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Tabela 5 - Genes relégio e regulagdo da pressao arterial (adaptado de (102))

Genes reldgio Orgé&os Envolvidos Efeitos na PA
BMAL1 Hipotenséo
CLOCK Hipotenséo
Coragio Diminuic&o discreta da PAD
PER2 Reducéo do padréo dipper ao longo de
24h
PER1 Rim Hipotenséo (perda renal de Na*)
CRY1/2 Hipertensdo sensivel ao sal

5.3.2. Doenca Cardiaca Isquémica

Segundo a OMS, a Doenca Cardiaca Isquémica € responsavel por 85% de todas as
mortes provocadas por DCV. Numa situacdo de isquémia miocardica, a perfusao
sanguinea é insuficiente ocorrendo défice de oxigénio e nutrientes e a ndo remocao dos
produtos metabolicos finais celulares (103). As manifestacdes clinicas da DCI
compreendem a Angina de Peito (Angina Pectoris), 0 EAM (manifestacdo aguda) e a
Morte Cardiaca Subita. O EAM é uma doenca cardiaca aguda que pode ser complicada
por arritmias, choque ou IC (10). Os ritmos circadianos estdo envolvidos em todos 0s

aspetos do EAM, desde a patogénese e incidéncia, ao seu desfecho (20,22).

A aterosclerose, doenca inflamatoria crénica da parede vascular, é considerada a
principal causa de DCV, nomeadamente da DCI. De facto, € um processo
fisiopatolégico comum a vérias manifestacdes de DCV, tais como 0 EAM (8). Inicia-
se com a disfuncdo endotelial e a regulacdo positiva de moléculas de adesédo
responsaveis pelo recrutamento de leucécitos para o endotélio inflamado, levando a
formacdo de placas ateroscleréticas (104). Muitas das vias fisiopatologicas e das
moléculas envolvidas nos processos que conduzem a aterosclerose (células endoteliais,
hemostasia, metabolismo lipidico, funcdo imune) s&o regulados por reldgios

circadianos (105). Estes sdo responsaveis por regular (figura 10):

e A producdo diurna de citocinas e o recrutamento de leucdcitos, incluindo os
neutrofilos, células de vida curta que apresentam uma 6tima adaptacéo aos ritmos
circadianos dos mamiferos (106);

¢ Os mecanismos de homeostase lipidica que controlam o metabolismo do colesterol
e dos triglicéridos (TAG) (8);
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¢ Os padrBes de oscilacdo circadianos nas moléculas que participam no processo
hemostatico: os fatores de pro-coagulacdo, tais como o fator de von Willebrand
(FVW), fatores de agregacdo plaquetaria (11, VIII, IX, X), fatores anticoagulacéo
(antitrombina), proteina C e o PAI-1 apresentam picos matinais (60). Estas
moléculas estdo envolvidas na trombose, responsavel pela oclusdo de um vaso

sanguineo. A propria aterosclerose pode contribuir para a trombose.

A interrupcdo dos padrdes circadianos que controlam as células inflamatérias e a
funcdo plaquetaria podem contribuir para a disfungdo endotelial. A disfuncéo
endotelial e o colesterol sérico elevado induzem a expressdo de moléculas de
membrana que, por sua vez, recrutam leucocitos (mondcitos) e outras células
inflamatorias (107). A disfuncdo endotelial associada a aterosclerose carateriza-se,
ainda, por reducbes na sintese de NO durante o dia, 0 que leva ao aumento da
vasoconstricdo e da hipercoagulabilidade, potenciando o pico matinal de eventos
aterotrombdticos, entre eles o EAM (52,108). De modo sucinto, a disrup¢do dos
ritmos circadianos pode conduzir a processos de inflamagdo crénica, trombose e
alterac6es do metabolismo lipidico responséveis por aumentar a incidéncia de eventos

aterotrombdticos, tal como esquematizado na figura 10 (19).

Muller et al. (1985) foram os primeiros a confirmar a suspeita de uma maior
incidéncia do EAM durante a manhd (62), que chega a ser duas a trés vezes superior
face a noite (109). Este periodo matutino vulneravel parece dever-se ndo apenas a
fatores comportamentais (alimentacdo, ciclo sono/vigilia) mas também a regulacédo
circadiana de variaveis como a PA, FC, SNS, hormonas vasoconstritoras, fatores pro-
tromboticos (plaquetas, PAI-1), ténus vascular basal, agregacdo plaquetaria,
viscosidade sanguinea, hematocrito (55,61). A maior incidéncia de ocorréncia do EAM

durante a manhé pode ser explicada pelo (20):

e Aumento da PA e da FC sistélica, que exigem um maior aporte de oxigénio ao
coracdo a0 mesmo tempo que o ténus vascular da circulacdo coronaria aumenta,
levando a uma diminuigdo do fluxo sanguineo coronério e do fornecimento de
oxigénio (48);

e Aumento da viscosidade sanguinea, da agregacao plaquetaria e da acao insuficiente
do sistema fibrinolitico, que criam um estado de hipercoagulabilidade relativa
(formacéo de trombos e agregacdo plaquetaria acentuada decorrente da adogéo de
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postura ereta) durante o periodo da manha. O PAI-1 e outros marcadores de ativacdo
da superficie plaquetaria apresentam um padréo circadiano com niveis elevados pela
manha, coincidentes com o pico de hipercoagulabilidade matinal (47,48);

e Aumento da PA e do tonus vascular, que aumentam a probabilidade de rotura da

placa de ateroma e a deposicao de plaquetas na superficie vascular (2).

Assim, as variages circadianas do tonus dos vasos coronarios e a fungdo endotelial
desempenham um papel crucial no desenvolvimento do EAM (29). De acordo com
Schloss et al. (2016) os ritmos circadianos das células inflamatorias também parecem
ter um papel importante no EAM, assim como os neutrofilos circulantes que migram
para o0 miocardio durante a manha, desencadeando uma resposta inflamatéria mais forte
(110). Apo6s o EAM, diferentes fungdes relacionadas com a remodelacdo cardiaca sdo
também conhecidas por apresentarem variagdo circadiana (48). Apesar de ocorrer com
mais frequéncia durante o periodo da manhd, o EAM também apresenta um segundo
pico de ocorréncia no final da noite (29).

DESEQUILIBRIO DOS
RITMOS CIRCADIANOS

RV

Inflamacéo Metabolismo
Cronioa Lipidico Trombose
* Estado pré-tromboético
* Produgao de citocinas (_n|'\{eis - elevados de
. Monc’xfitos/macréfagos * 1 [Colesterol]srica fibrinogénio, PAI-1)
. Recrutamento de * Metabolismo dos TAG * Aumento dos fatores pro-
* Lipogénese coagulantes e agregacgdo

neutréfilos -
plaquetaria

» Reducao da sintese de NO

|
l

FORMAGAO DE PLACAS DE ATEROMA E

DISFUNGAO ENDOTELIAL
Doenga Vascular Doencga Cardiaca
Cerebral (AVC, AIT) Isquémica DAP

(Angina Peito, EAM)

Legenda:
AlIT - Acidente Isquémico Transitorio
DAP - Doenga Arterial Periférica

Figura 10 - Desequilibrio dos ritmos circadianos e aterosclerose (adaptado de (8))
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Leibetseder et al. (2009) obtiveram amostras de miocardio durante transplantes
ortotdpicos (método de transplante que envolve a remocdo completa ou praticamente
total do coracdo do recetor) de coracdo de 64 pacientes. Analisaram a expressao do
mMRNA dos genes reldgio no cora¢do humano e verificaram um pico de expressao do
gene BMALL1 a noite e dos genes PER1 e PER2 durante a manhd, o que coincide com a
hora do dia mais frequente para a ocorréncia do EAM (111). A interrupcdo de
componentes positivos do mecanismo do relégio molecular (BMAL e CLOCK) em
cardiomidcitos conduziu ao aumento do tamanho do enfarte em ratos e provocou morte
cardiaca subita enquanto a interrupcdo dos componentes negativos, PER2 e REV-ERB,
reduziu o seu tamanho (8,20,92). De facto, de acordo com um estudo realizado por
Virag et al. (2010), a delecéo funcional do gene PER2 conduziu a reducdo da gravidade
da lesdo apos enfarte: reduz os processos inflamatorios e a apoptose e promove a

hipertrofia cardiaca, preservando assim a funcdo cardiaca (112).

5.3.3. Insuficiéncia Cardiaca Crénica

De acordo com a World Heart Federation (https://world-heart-federation.org/),
estima-se que, a nivel mundial, 26 milhGes de pessoas possuam IC cronica. Trata-se de
uma sindrome clinica complexa que se traduz na incapacidade de o coracdo bombear
sangue suficiente de modo a manter o fluxo sanguineo necessario a manutencdo das
necessidades corporais, 0 que se traduz num maior risco de mortalidade e
comprometimento da qualidade de vida (113). Carateriza-se por respiracao
desordenada, hipoxia intermitente, intolerdncia ao exercicio e tdnus simpético
cronicamente elevado. Em pacientes com ICC e FE reduzida, a PA deixa de apresentar
variacdes circadianas. J& em pacientes com ICC e FE preservada, a PA é mais elevada

durante o periodo do sono (114).

Apesar da pesquisa exaustiva, foram encontrados poucos estudos relativos aos genes
relogio associados a ICC. Contudo, vale a pena referir dois deles que reforcam a
importancia dos genes BMALL e dos genes REV-ERBA/B no desenvolvimento da ICC.
Em ratos deficientes no gene BMAL1 especifico de cardiomidcitos, verificou-se IC com
fracéo de ejecéo reduzida, o que demonstrou o papel essencial deste gene na homeostase
dos cardiomiocitos e no bombeamento cardiaco (27). De acordo com um estudo
realizado por Song et al. (2022), a delecdo dos genes REV-ERBA/B conduziu a

cardiomiopatia dilatada e a IC letal em ratinhos (115).
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6. Cronoterapia
cardiovasculares

aplicada as  patologias

A cronoterapia, muitas vezes designada “medicina circadiana”, ¢ a area do
conhecimento que visa prevenir e tratar a doenca contemplando ndo sé os aspetos
fisiopatoldgicos da mesma como também o0s principios da cronobiologia

(3,36,116,117). Tem como principais objetivos:

e Restaurar a sincronizacdo do reldgio mestre e dos relégios periféricos com o
ambiente, de forma a garantir a homeostasia circadiana (3);

e Otimizar as estratégias terapéuticas respeitando a ritmicidade do reldgio bioldgico
(101).

A cronoterapia comecou a ser utilizada na pratica clinica na inicio da década de
1960, quando foi introduzido o regime alternado de corticosterdides orais durante a
manhd (62). Na figura 11 encontram-se sistematizados os dois principais tipos de
abordagens cronoterapéuticas atuais, que podem ser utilizadas de modo complementar
(92):

Abordagens
Cronoterapéuticas

i j

Relogios como Reldgios como
alvos moduladores

Intervengdes n&o farmacologicas e
farmacoldgicas para manipular os ritmos ou os
componentes circadianos

Cronoterapia
Farmacoldgica

« Intervengdes nao farmacoldgicas:
- Terapia matinal de luz brilhante
(cronofototerapia)
- Restrig&o temporal (alimentagé&o, exercicio)

+ Relégios como alvos farmacolégicos:
- Terapia hormonal (melatonina)
- Componentes do relégio (Bmal1, Clock...)
- Compostos naturais (resveratrol, nobiletin)

A posologia do medicamento & definida com
base nos ritmos circadianos para aumentar a
eficacia farmacoterapéutica e diminuir a
toxicidade e os efeitos adversos associados

» Farmacos cardiometabélicos, neurolégicos,
imunolégicos e anticancerigenos

* Vacinas

Figura 11 - Abordagens cronoterapéuticas (adaptado de (118))

Apesar da importancia das estratégias terapéuticas ndo farmacoldgicas (por

exemplo, a cronofototerapia, praticamente isenta de efeitos adversos e com elevado
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grau de compliance) no restauro da sincronizacao dos ritmos circadianos (3), focamo-
nos essencialmente nas abordagens farmacoldgicas aplicadas as patologias
cardiovasculares.

A cronoterapia farmacoldgica visa a administracdo de um medicamento na hora do
dia em que é provavel que tenha o efeito ideal/6timo, de modo a maximizar a eficacia
terapéutica mas também minimizar efeitos adversos e toxicidade associados
(13,18,36,116,119). Pode dizer-se que visa melhorar o momento da administracéo de
medicamentos, ao sincronizar a sua administragdo com 0s ritmos circadianos que
influenciam as patologias, 0 metabolismo dos farmacos e as interac6es destes com 0s
seus alvos (120,121). Alguns estudos do transcriptoma (conjunto completo de
transcritos de RNA expressos na celula num determinado momento) circadiano
mostram que varios recetores farmacoldgicos se expressam ritmicamente em diferentes
tipos de tecidos (122). Esta descoberta sugere que o tempo é importante para a eficacia
dos medicamentos (123). De facto, os ritmos circadianos ndo sé afetam a satde, como
também a eficacia dos medicamentos e visto que uma grande parte dos farmacos €
administrada independentemente do horario 6timo para a sua administracdo, a
cronoterapia farmacoldgica constitui uma importante estratégia para minimizar esta
situacdo (48,118).

Ainda assim, a ritmicidade circadiana do recetor é insuficiente para determinar o
periodo ideal de administracdo. Com base em estudos em modelos de ratinho, foi
possivel concluir que um farmaco administrado na mesma dose, poderia ser letal
guando administrado num horéario e ndo o ser noutro (124). Hoje sabe-se que a
toxicidade dependente do tempo e/ou eficacia dos medicamentos podem refletir a
variabilidade circadiana presente nos processos farmacocinéticos (absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excre¢do) e farmacodinamicos (afinidade e especificidade
para ligacdo ao recetor alvo; sinalizacdo intracelular a jusante) dos farmacos (117,125).
Por este motivo, um mesmo medicamento administrado em condicdes idénticas, pode
ndo apresentar o mesmo perfil farmacocinético e farmacodindmico quando
administrado em diferentes horarios do dia, reduzindo a sua eficacia e piorando a sua
relacdo risco-beneficio, devido ao aumento dos efeitos adversos (20). E ainda
importante destacar que alguns farmacos apresentam propriedades farmacoldgicas que

os tornam mais clockable (i.e., responsivo aos ritmos circadianos): por exemplo, pensa-
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se que farmacos lipofilicos, devido a rapida distribuicdo intracelular, apresentam maior

dependéncia da fase circadiana (126).

Com a crescente compreensdo da importancia do ritmo circadiano no
desenvolvimento de determinadas patologias, além das carateristicas do paciente
(idade, sexo e comorbilidades) comumente tidas em conta para 0 sucesso da terapia,
também o tempo ndo devera ser esquecido (18,22). Além das patologias
cardiovasculares, inUmeras evidéncias recentes mostram que outras patologias, cujo
risco e/ou intensidade dos sintomas varia previsivelmente ao longo do tempo (asma,
alergias, epilepsia, neoplasias) também beneficiam da cronoterapia (2,127). Algumas
farmacéuticas, em ensaios clinicos de fase I1l, testam a cronoterapia comparativamente
as terapias convencionais, e tém revelado melhorias significativas ao nivel da

tolerabilidade e eficacia dos farmacos (116).

O conhecimento mais aprofundado acerca do funcionamento dos ritmos circadianos
e 0 reconhecimento da importancia que os genes relégio desempenham ao nivel da
fisiologia e fisiopatologia cardiovascular, renovou o interesse cientifico pela
cronobiologia, e tem vindo a permitir direcionar o conhecimento dos ritmos circadianos
para a prevencdo e tratamento das DCV, com a identificacdo de alvos terapéuticos
capazes de reduzir o RCV (36,55). Uma vez que muitos fatores de risco cardiovascular
e determinados eventos cardiovasculares agudos ocorrem em horas especificas do dia,
estes constituem janelas de oportunidade diarias para alinhar os tratamentos com o0s
sintomas da doenca, e assim, diminuir 0s riscos no momento do dia em que sdo mais
altos - cronoprevencdo - ou restaurar a fase e/ou amplitude circadiana aos valores
normais (13,22,62). Apesar de ainda hoje ndo se saber se 0s ritmos circadianos séo a
causa das DCV ou apenas aumentam a sua suscetibilidade, com base nas evidéncias
atualmente disponiveis, é importante ter em conta a sua influéncia no tratamento das
DCV (51). Os efeitos dependentes do tempo devem também ser investigados durante o

desenvolvimento de novos medicamentos para as DCV (48).

A cronoterapia aplicada as patologias do foro cardiovascular deve ndo sé considerar
a correcdlo dos sintomas e/ou lesbes organicas, como também a
restauracdo/ressincronizagdo do ritmo circadiano (8,36). Varios estudos apoiam a
aplicacdo da cronoterapia as DCV pelo facto de limitar a patogénese e melhorar o
tratamento apds a ocorréncia de eventos cardiovasculares agudos (117). Interferindo

nas carateristicas farmacodinamicas e farmacocinéticas de uma substancia especifica, a
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cronoterapia facilita a protecdo hemodinamica e estrutural e reduz os efeitos adversos
(128). Segundo Kuehn et al. (2016), otimizar o tempo de medicamentos
cardiovasculares com base nos padrfes cardiovasculares circadianos pode aumentar a
sua eficacia (121). Na verdade, se devidamente confirmada em ensaios
cronoterapéuticos em populacées com DCV, a aplicacdo da cronoterapia no tratamento
da hipertensdo e outras patologias cardiovasculares tem potencial para oferecer uma
nova abordagem terapéutica (101,129). Visto que quase metade de todos os genes
codificadores de proteinas apresenta padrdes de expressdo controlados por ritmos
circadianos, tém vindo a ser desenvolvidos farmacos para o tratamento da HTA e da IC

gue tém como alvo, GCR (121).

6.1. Hipertensao Arterial

Alguns estudos defendem que a administracdo noturna de farmacos anti-
hipertensores (independentemente da classe) melhora os perfis gerais de PA e € mais
eficaz do que a administragdo diurna, ja que a PA diminui durante a noite, assim como
a excrecao de sddio (8,55,120). Além disso, a medica¢do anti-hipertensora tomada ao
deitar também ajuda a prevenir a hipertensdo noturna prejudicial ao coracao (130).
Visto que a remodelacdo de 6rgdos como 0 coragdo também ocorre a noite, a
administracdo de farmacos anti-hipertensores neste periodo pode otimizar os efeitos e
reduzir 0s danos nos 6rgdos (118,131). Ainda assim, tendo em conta que a maioria das
patologias associadas a hipertensdo apresenta incidéncia superior no inicio da manhg,
muitos anti-hipertensores de toma Unica diaria sdo tomados logo ao inicio da manha.
Deste modo, os niveis plasmaticos dos farmacos sdo mais altos durante o dia, quando
os efeitos adversos sdo mais sentidos (hipotensdo ortostatica), e mais baixos no inicio

da manhd, quando o efeito terapéutico € mais necessario (22).

Ja na década de 1970, Bartter et al. reconheceram que o horario de administracdo de
medicamentos poderia ser otimizado para o tratamento da hipertensdo (31).
Recentemente, Hermida et al. tém-se preocupado com o horario preferencial para a
toma do anti-hipertensor e os seus trabalhos mostram que uma melhor regulacéo da PA
de acordo com o horario de administracdo pode traduzir-se numa reducdo do risco de
DCV e num melhor progndéstico em pacientes ndo-dipper (18,31). Num estudo MAPEC
(monitorizacdo ambulatdria para previsdo de eventos cardiovasculares) aleatorizado,

com cerca de 2000 pacientes com hipertensao resistente, investigou-se o efeito do
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tempo de administracdo da medicacdo anti-hipertensora. Demonstrou-se que a
administracdo de pelo menos um anti-hipertensor a hora de dormir, comparativamente
a todos o0s medicamentos anti-hipertensores administrados de manha
(independentemente da classe), reduziu o risco relativo de todos os eventos CDV e a
mortalidade cardiovascular em mais de 60%, durante aproximadamente os 6 anos de
acompanhamento. Foi ainda possivel concluir que a dosagem noturna melhorou o
controlo da PA (menor prevaléncia do padrdo de PA ndo-dipper e PA ambulatoria
controlada) e diminuiu significativamente a ocorréncia de desfechos cardiovasculares
adversos, em comparacdo com a dosagem diurna (49,132). Ainda assim, 0s proprios
autores reconhecem que a tipologia do estudo ndo permite a extrapolacao dos resultados

para a populacéo em geral (101).

Mais recentemente, Hermida et al. (2020) seguiram, durante aproximadamente 6
anos, cerca de 19000 pacientes hipertensos de 40 unidades de salde de proximidade.
De acordo com os resultados do estudo, a ingestao da dose diaria total de medicamentos
para a hipertensdo ao deitar em comparacdo com todos o0s anti-hipertensores
administrados ao acordar, reduziu notavelmente o desfecho de DCV. A reducdo da PA
média durante o sono e a reducdo da prevaléncia do padréo ndo-dipper parecem ser 0s
principais fatores subjacentes a atenuacdo do risco de DCV (20,101,133). A toma de
anti-hipertensores ao deitar parece ser uma estratégia terapéutica relevante, visto que a
atenuacdo do SRAA ou do SNS pode conduzir a redu¢do do DC, diminuicdo da RVP e
aumento do fluxo sanguineo periférico, resultando um padrdo hemodindmicamente

mais fisioldgico, com reducdo da PA noturna (134).

Como veremos de seguida, varios estudos demonstram que a ingestdo de anti-
hipertensores (serdo apenas mencionados aqueles cujos farmacos sdo comercializados
em Portugal) ao deitar tem demonstrado maior eficacia cardiovascular em pacientes

hipertensos, melhorando o perfil pressorico noturno (97,117,135).

6.1.1. Inibidores da Enzima de Conversédo da Angiotensina (IECA)

Anti-hipertensores de longa duracéo de a¢cdo, nomeadamente os IECA, podem ajudar
a reduzir o pico matinal de PA. Hermida et al. (2009,2011) mostraram que a
administracdo de um IECA ao deitar conduz a uma PA noturna mais baixa do que a
administracdo matinal e confirmaram ainda que uma reducéo na PA noturna melhora o

resultado cardiovascular (136,137).
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Apesar das evidéncias neste sentido, alguns estudos mostraram ndo haver beneficio
na administracdo noturna de um anti-hipertensor. Num estudo crossover aleatorizado
envolvendo pacientes hipertensos, o efeito hipotensor da administracdo matinal vs
administracao noturna do Ramipril e do Imidapril foi semelhante (10,138,139).

6.1.2. Antagonistas dos Recetores de Angiotensina Il (ARA)

Os ARA sdo bastante eficazes e bem tolerados por pacientes com HTA (10). A
administracdo de Valsartan ao deitar, em oposicdo ao despertar, resultou no aumento
de cerca de 6% na diferenca entre a PA diurna e noturna e numa reducéo relativa de
73% no numero de pacientes com padrdo de hipertensdo ndo-dipper (140,141).
Demonstrou-se ainda que o Telmisartan, quando administrado ao deitar, auxiliou no
declinio da PA durante o tempo de sono e na regulacdo da PA comparativamente a sua
administracdo matinal e revelou ainda uma reducéo de 76% na prevaléncia do padréo
de PA néo-dipper (142).

6.1.3. Bloqueadores dos Canais de Célcio (BCC)

A nifedipina, bloqueador dos canais de céalcio, também pode beneficiar da
cronoterapia na reducdo da PA, ao promover a vasodilatacdo. Hermida et al.
(2008,2009) demonstraram uma eficacia adicional na reducdo da PA noturna e no
desenvolvimento de edema, na diminuicao da prevaléncia do padréo de PA ndo-dipper
e na reducdo do pico matinal de PA (143,144).

6.1.4. Acido Acetilsalicilico

Alguns estudos prospetivos demonstram o efeito protetor do acido acetilsalicilico
(aspirina) quando administrado, em doses baixas (75 mg/dia), ao deitar, em pacientes
que sofrem de hipertensdo. Num estudo prospetivo aleatorizado foi possivel mostrar
que, em doses baixas, a aspirina apresenta um efeito dependente do tempo na PA de
pacientes hipertensos ndo tratados: ao deitar reduziu a PA, enquanto durante a manha
chegou a elevar ligeiramente os niveis de PA (145). O efeito hipotensor dependente do
tempo da aspirina foi recentemente testado em ratinhos hipertensos ndo parecendo
refletir, no entanto, um impacto direto nos relogios circadianos ou na acetilagdo da
COX-1 (plaquetéaria) (146).

Um outro estudo mais recente, aleatorizado e controlado, num grupo de pacientes

com HTA de alto risco, mostrou que em comparagdo com o uso matinal de doses baixas
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de aspirina, a mesma dose administrada a noite resultou numa reducdo significativa da

PA e melhoria do perfil diurno da mesma (147).

6.1.5. Melatonina

A melatonina desempenha um papel importante na regulacéo de varios pardmetros
do sistema cardiovascular (ex: pressao arterial) e é considerada um “potencial” agente
anti-hipertensor, dada a sua natureza antioxidante e dos seus metabolitos. Estes tém
capacidade para reduzir a carga de radicais livres das espécies reativas de oxigénio e
azoto. A sua acao lipofilica permite que estes atravessem a membrana celular e possam
estender a acdo protetora a todas as estruturas subcelulares (148). Em pessoas
saudaveis, os niveis de melatonina sdo mais elevados durante a noite e representam uma
importante adaptacdo, induzida pelo NSQ, ao periodo de descanso e atividade.
Contudo, em pacientes com padrdo de HTA ndo-dipper, verificou-se, através da
medicdo da 6-sulfatoximelatonina na urina destes pacientes, um pico na libertagéo
noturna de melatonina mais reduzido (149) e um menor racio (noite/dia) ao nivel da
concentracdo sérica de melatonina (150). Borghi et al. (2017) demonstraram que 0s
pacientes tratados com melatonina (2-5 mg/dia durante 7-90 dias) apresentaram uma
reducdo da PAS e PAD noturnas (151).

6.2. Outras patologias cardiovasculares relevantes

No que diz respeito a eventos isquémicos, 0 uso de um blogueador beta (BB) de
libertagcdo prolongada (ex: Propranolol) a noite pode reduzir a vulnerabilidade para
estes eventos durante a manhd (20). Algumas abordagens usadas em cronoterapia
procuram sincronizar o direcionamento de populacdes de células inflamatérias com os
seus padrdes circadianos. Por exemplo, apds o EAM, a utilizacdo de um BB como o
Metoprolol reduz a dimensdo do enfarte ao interferir no recrutamento de neutrofilos e

nas interacOes destes e das plaquetas (152).

Na medicina atual, 0 uso de antiplaquetarios, tais como a aspirina, é essencial para a
prevencéo de eventos cardiovasculares, como o EAM. A aspirina apresenta efeitos anti-
inflamatdrios, antiplaquetarios e antitrombdticos e, sendo inibidora da agregacao
plaquetéria, atua na prevencdo secundaria da trombose arterial (59). Quando
administrada a noite em doses baixas, pode diminuir o pico matinal de reatividade

plaquetéria (via COX-1) e reduzir a PA, em voluntarios saudaveis. Estes efeitos podem
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ser aproveitados para uma maior reducdo do RCV durante o pico da manhg,
nomeadamente, no caso do EAM (8,36,153,154).

Tal como no caso dos anti-hipertensores, também a maior parte dos antitrombaticos
sdo mais eficazes quando tomados ao deitar, visto que melhoram a inibi¢éo plaquetaria
durante as horas da manha (59,153). Num ensaio clinico, a ingestdo noturna do
anticoagulante Rivaroxabano mostrou, relativamente a ingestdo matinal, niveis mais
baixos de trombina e menor probabilidade de eventos tromboembdlicos durante o
periodo da manha (155).

Apesar dos mecanismos ainda ndo se encontrarem totalmente esclarecidos, alguns
estudos demonstram a importancia da melatonina, enquanto farmaco barato e bem
tolerado, na terapéutica de varias DCV, além da HTA: lesdo isquémia-reperfusdo;
aterosclerose; IC e lesdo miocérdica induzida por farmacos (23).

Recentemente tém sido desenvolvidos farmacos direcionados aos recetores
nucleares REV-ERB e ROR ou CRY que apresentam potenciais beneficios clinicos
(156). Um estudo experimental recente demonstrou que o SR8278, um antagonista
sintético do recetor heme nuclear REV-ERB, aumentou a tolerancia a leséo de isquémia

e reperfusdo miocardica no momento da transicdo do dormir para o acordar (157).

6.3. Limitacoes

Embora sejam crescentes as evidéncias de que a administracdo noturna de anti-
hipertensores seja mais eficiente na reducdo da PA, existem ainda algumas
inconsisténcias. Por exemplo, no ensaio realizado por Hermida et al. (2020), foram
comparados os efeitos da administracdo noturna do tratamento na reducéo da PA com
0 RCV ao acordar numa coorte de grandes dimensdes (cerca de 20 000 pacientes) (133).
Embora os autores tenham afirmado que a ingestdo rotineira de mais do que um
medicamento reduz a PA e pode, efetivamente, resultar num melhor controlo da PA e
diminuig&o da ocorréncia de eventos cardiovasculares adversos, o estudo incluiu apenas
pacientes de uma populacédo, a reducdo da PA foi relativamente pequena, e ndo foi
realizado nenhum estudo controlado aleatorizado (10,133,158). Num estudo
envolvendo pacientes com patologias renais cronicas relacionadas com a HTA, Rahman
et al. (2013) também n&o observaram diferencas na administracdo do tratamento anti-
hipertensor na hora de dormir e da manha no controlo da PA (10,159). Além disso, é

importante ter em conta que grande parte da populacdo hipertensa ndo pode ser
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devidamente controlada exclusivamente com um unico farmaco (133). Por exemplo, 0s
resultados de um estudo que analisa a administracdo ao deitar da combinacdo de
Valsartan/Amlodipina mostraram uma normalizacdo do perfil circadiano da PA em
direcdo ao padréo dipper (160).

Apesar das evidéncias de que a cronoterapia pode representar uma estratégia de
baixo custo na reducdo do RCV, nédo é ainda amplamente recomendada no tratamento
da HTA e de outras patologias cardiovasculares. De facto, sdo poucos o0s estudos
multicéntricos, aleatorizados e controlados com eventos cardiovasculares e efeitos
colaterais como desfechos e que permitam comparar a administracdo de anti-
hipertensores durante a manha e durante a noite e avaliar parametros tais como a morte
por DCV (22,161). E necessaria mais investigacdo e uma selecio cuidadosa dos doentes
e dos anti-hipertensores de modo avaliar o impacto definitivo da cronoterapia nas DCV.

A cronoterapia pode tornar-se, num futuro préximo, mais um pilar da medicina
personalizada, ajustando o tratamento as necessidades especificas de cada individuo.
No entanto, existem algumas barreiras que dificultam a sua aplicabilidade,
nomeadamente, a existéncia de variagdo interindividual nos ritmos circadianos, que

deve ser cada vez mais atendida na aplicacdo da cronoterapia (21).
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7. Conclusoes

No ser humano, os ritmos circadianos, gerados por um reldgio biolégico endégeno
sincronizado pelo ciclo luz/escuriddo, determinam muitas das respostas fisioldgicas e
comportamentais. Repetem-se diariamente de forma autossustentavel, sincronizada e

oscilatdria, garantindo a periodicidade homeostatica das suas fungdes.

A nivel celular e molecular, a ritmicidade circadiana é o resultado de uma rede
hierarquica de circuitos de retroalimentacdo transcricional/transducional (positivos e
negativos) que trabalham cooperativamente para produzir os padrdes circadianos dos
genes relégio. O desenvolvimento do rel6gio circadiano inicia-se durante a formacao
das primeiras células do ser humano e, mais tarde, € essencial na regulacdo de varias
fungdes fisioldgicas, nomeadamente a funcéo cardiovascular. Varios estudos (in vitro e
in vivo) mostram que diferentes constituintes do tecido cardiovascular possuem rel6gios

periféricos com ritmicidade circadiana.

A semelhanca da maior parte das variaveis fisioldgicas cardiacas que apresentam
padr@es Unicos de atividade circadiana (por exemplo, os valores da PA e da FC sdo mais
elevados durante o periodo de vigilia do que durante o periodo de sono), também os
eventos cardiovasculares adversos revelam padrdes especificos de ritmicidade
circadiana. Por exemplo, 0 EAM apresenta um pico nas primeiras horas da manhd, o
que pode ser explicado por alteracdes fisiopatoldgicas que ocorrem nessa fase do dia
(aumento matinal da PA e da FC, do tonus vascular, da produgdo plaquetaria e da
coagulabilidade sanguinea; diminuicdo da funcdo vascular endotelial/capacidade

vasodilatadora).

Alguns estudos observacionais e experimentais mostram como determinados fatores
ambientais e genéticos, ao dessincronizarem o relégio bioldgico, podem conduzir ao
aumento do risco cardiovascular e/ou ao desenvolvimento e progressao das patologias
cardiovasculares. Apesar do novo foco na compreenséo da relacdo entre 0s mecanismos
subjacentes ao funcionamento do reldgio circadiano e o aparecimento de patologias
cardiovasculares, sdo necessarios estudos adicionais capazes de estabelecer uma
relagdo de causalidade mais robusta. Fatores como a idade, o sexo e a hora do dia devem
ser tidos em conta nos estudos de interrupg¢do do ritmo circadiano, a fim de produzir

dados confiaveis, reprodutiveis, generalizaveis e clinicamente traduziveis.
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A hipertensao arterial é considerada o principal fator de risco para as DCV, sendo o
padrdo de hipertensdo ndo-dipper aquele que estd associado a um risco superior de
desenvolvimento de eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais. De acordo com estudos
experimentais em modelos de ratinhos geneticamente modificados, verificou-se que 0s
genes relogio BMAL1, CLOCK, CRY1/2 e PER1/2 estéo relacionados com a regulacédo

da PA e a sua disfuncdo com o desenvolvimento de hipertenséo.

Os processos que conduzem a aterosclerose, principal causa de doenca cardiaca
isquémica, sdo regulados por reldgios circadianos, o que justifica a maior incidéncia do
EAM no periodo da manhd, quando os genes PER1 e PER2 estdo aumentados. Contudo,
0 gene PER2, ao reduzir a gravidade da lesdo apos enfarte, também possui uma funcédo
protetora. Apesar da escassez de estudos relacionados com o papel dos genes reldgio
na IC, estudos recentes demonstraram o papel dos genes REV-ERBA/B no

desenvolvimento de cardiomiopatia dilatada e IC letal.

A cronoterapia farmacoldgica visa conciliar aspetos fisiopatoldgicos com o0s
principios da cronobiologia. Para tal, preconiza a administracdo de um medicamento na
hora do dia em que é provavel que tenha o efeito 6timo, de modo a maximizar a eficécia
terapéutica e/ou minimizar efeitos adversos e toxicidade associadas. Contudo, a
relevancia clinica e os contributos da cronoterapia na farmacoterapia cardiovascular
ainda nédo se encontram totalmente esclarecidos. No futuro, a descoberta de novos genes
associados as patologias cardiovasculares com ritmicidade circadiana, abrira novas
oportunidades terapéuticas e/ou permitirad a utilizacdo desses genes como marcadores

de diagnostico.
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