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RESUMO

As concentracfes de leptina - um hormonio que contribui de forma importante para a
regulacdo central da ingestéo alimentar - parecem ser influenciadas pela escala de trabalho em
turnos. Receptores sollveis de leptina (OB-Re) séo as principais proteinas de ligacdo da
leptina no sangue e podem afetar o transporte de leptina para o cérebro. Como as
concentracdes diarias de OB-Re ndo foram descritas em trabalhadores em turnos, nossa
hipdtese é que as concentracfes de OB-Re e o indice de leptina livre (FLI) ndo variam ao
longo do dia em trabalhadores em turnos da mesma maneira que ocorre em trabalhadores
diurnos. Para avaliar as variagbes do OB-Re e FLI ao longo das 24 horas do dia em
trabalhadores em turnos e diurnos, dois grupos de trabalhadores em turnos (turno matutino e
noturno) e um grupo de trabalhadores do turno diurno foram estudados. Eles realizaram
avaliacBes do padrdo de sono, dos aspectos nutricionais e metabolicos. Amostras de sangue
foram coletadas a cada 4 horas durante um periodo de 24 horas, para mensuracfes das
concentracdes de leptina e OB-Re. O FLI foi calculado pela razdo entre os niveis de leptina
livre e OB-Re. A ANOVA Mixed-model indicou que o turno exerceu um efeito significativo
nas concentracbes de OB-Re, com os trabalhadores diurnos apresentando niveis mais
elevados de OB-Re do que o grupo matutino (p=0,001) e noturno (p=0,004). Nao foi
observado efeito do tempo ou interagcdo ‘turno x tempo’ nas concentracoes de OB-Re. Em
adicdo, ndo foi observado efeito do turno, tempo ou interacdo ‘turno x tempo’ no FLI
(p>0,05). Nao foram observadas diferencas significativas nas concentracBes médias em 24
horas de OB-Re e FLI entre trabalhadores em turnos e diurnos (p>0,05). Conclui-se que as
concentracfes de OB-Re é menor em trabalhadores em turnos (turno matutino e noturno),
comparado a trabalhadores diurnos. Estudos adicionais Sd0 necessarios para que esses

achados sejam confirmados.

Palavras-chave: Trabalho em turnos. Receptor soltvel de leptina. indice de leptina livre.



ABSTRACT

Concentrations of leptin - a hormone that contributes importantly to the central regulation of
food intake - seem to be influenced by the shift work schedule. Soluble leptin receptors (OB-
Re) are the major leptin-binding protein in blood and can affect leptin transport in the brain.
As the daily concentrations of OB-Re have not been described in shift workers, we
hypothesized that OB-Re concentrations and the free leptin index (FLI) do not vary
throughout the day in shift workers as they do in day workers. To evaluate the daily profiles
of OB-Re and FLI in shift and day workers, two shift-working groups (early morning and
night shifts) and one group of day-shift workers were studied. They completed sleep,
nutritional and metabolic assessments. Venous blood samples were collected every 4 hours
over 24 hours to measure leptin and OB-Re levels. FLI was calculated by the ratio of free
leptin to OB-Re levels. The Mixed-model ANOVAs indicated that OB-Re showed a
significant main effect of shift, with the day workers showing higher OB-Re levels than the
early morning (p=0,001) and night (p=0,004) groups. No effect of time or interaction between
time x shift was observed in OB-Re. No main effect of shift, time or interaction between shift
x time was observed for FLI (p>0.05). No significant differences were observed in mean 24-
hours concentrations of Ob-Re and FLI between shift and day workers (p>0.05). We conclude
that the concentration of OB-Re is altered by working on atypical schedules (early morning

and night shifts) compared to day shifts.

Keywords: Shift work. Soluble leptin receptor. Free leptin index.
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1. INTRODUCAO

Trabalho em turnos é definido como uma forma de organizacdo do trabalho diario no
qual individuos ou grupos se organizam em sucessao para cobrir o periodo de 24 horas do dia
(COSTA, 2003). Refere-se a uma vasta gama de arranjos das horas de trabalho, envolvendo
duas ou mais equipes (turnos), que diferem em relacdo ao horério de inicio e término do
expediente (SALLINEN; KECKLUND, 2010). Esta modalidade de trabalho permite que as
empresas operem de forma continua, garantindo que as posicGes figuem sempre preenchidas
por funcionrios que se revezam (BRUM et al., 2015).

O trabalho em turnos é muito frequente na sociedade atual, especialmente no setor de
servigos como saude, alimentacdo, transporte e também em diversas industrias (ANTUNES et
al., 2010; MCMENAMIN, 2007; RAMIN et al., 2015). Surgiu com o objetivo de atender as
necessidades por flexibilidade da forca de trabalho, necessérias para alavancar a
produtividade e competitividade das empresas (ANTUNES et al., 2010).

A existéncia de turnos e horéarios de trabalho flexiveis & muitas vezes determinada por
exigéncias das empresas e ndo por preferéncias dos trabalhadores. As empresas normalmente
optam por utilizar o sistema de turnos quando estes sdo necessarios para aumentar a eficiéncia
da producéo ou quando o tipo de trabalho realizado é necessario fora do horario convencional.
Em geral o horério de trabalho tradicional para um funcionario ocorre entre 08:00 e 17:00
horas de segunda a sexta-feira (GUO et al., 2015; MCMENAMIN, 2007). Porém, sabe-se que
uma proporcao consideravel da populacdo ativa ja ndo se encaixa nesta escala de trabalho
(MCMENAMIN, 2007).

A frequéncia e a duragdo dos turnos podem variar entre empresas e diferencas podem
ser observadas também no numero de dias de trabalho consecutivos e na existéncia de
rotatividade. Nesse sentido, os turnos podem ser fixos, isto €, o funcionario trabalha sempre
no mesmo horéario; ou rodiziantes, quando o horario € alterado em um intervalo determinado
que, em geral, ocorre semanalmente (DRISCOLL; GRUNSTEIN; ROGERS, 2007).

Nos paises em desenvolvimento, essa populacdo representa um contingente
consideravel da forca de trabalho (ANTUNES et al., 2010). Acredita-se que nos paises
industrializados, cerca de 20% da populacdo ativa estd envolvida em algum tipo de
cronograma de trabalho em turnos (STRAIF et al., 2007). Outros autores afirmam que
aproximadamente 15-30% da populagdo ativa mundial trabalha fora do expediente
convencional (AXELSSON; PUTTONEN, 2012; MCMENAMIN, 2007).
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A crescente utilizagdo do trabalho em turnos no atendimento as demandas da
sociedade moderna tem criado a necessidade de avaliar os efeitos que essa modalidade pode
causar na saude dos funcionarios (BRUM et al., 2015). Nesse sentido, uma grande quantidade
de estudos com essa tematica tem sido publicados (ANTUNES et al., 2010; AXELSSON;
PUTTONEN, 2012; COSTA, 2003; CRISPIM et al.,, 2011, 2012; LAJOIE et al., 2015;
PEPLONSKA; BUKOWSKA; SOBALA, 2015; RAMIN et al., 2015; SALLINEN;
KECKLUND, 2010; STRAIF et al., 2007; WANG et al., 2014) e seus resultados demonstram
que o trabalho em turnos exerce um efeitos negativos sobre a satde do trabalhador.

Os efeitos negativos incluem as alteragdes no ciclo sono/vigilia e dessincronizagdo
cronica entre os ritmos circadianos enddgenos e comportamentais, 0 que pode levar a
alteracdes endocrinas e metabdlicas como obesidade (BARBADORO et al.,, 2013;
PEPLONSKA et al., 2014), intolerancia a glicose, alteracdes no perfil lipidico e na secregdo
hormonal (AKERSTEDT, 2003; ANTUNES et al., 2010; CRISPIM et al., 2011; GUO et al.,
2015; JERMENDY et al., 2012), hipertenséo arterial sisttmica (CHEN; LIN; HSIAO, 2010),
doencas cardiovasculares (JERMENDY et al., 2012; LAJOIE et al., 2015), diabetes mellitus
tipo I (AXELSSON; PUTTONEN, 2012; PAN et al., 2011), sindrome metabdlica
(BACQUER et al., 2009; GUO et al., 2015; SOOKOIAN et al., 2007) e cancer (LIN et al.,
2015a, 2015b).
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Trabalho em turnos e doencgas cronicas

O trabalho em turnos tem sido associado a um maior risco de desenvolvimento de
doengas cronicas (ANOTHAISINTAWEE et al., 2015; RAMIN et al., 2015) incluindo as
doencas cardiovasculares (JERMENDY et al., 2012; LAJOIE et al., 2015), obesidade
(ANTUNES et al.,, 2010; BARBADORO et al., 2013; CHEN; LIN; HSIAO, 2010;
PEPLONSKA; BUKOWSKA; SOBALA, 2015; RAMIN et al., 2015; SON et al., 2015),
diabetes mellitus tipo 2 (AXELSSON; PUTTONEN, 2012; PAN et al., 2011) e sindrome
metabolica (BACQUER et al., 2009; GUO et al., 2015; SOOKOIAN et al., 2007).

Um estudo foi realizado com 54724 mulheres para avaliar a associacdo entre trabalho
em turnos e fatores de risco para doencas cronicas. Os autores verificaram que trabalhadores
do turno noturno tendem a ter um perfil de risco desfavoravel para doencas cronicas em
compara¢do com quem nunca trabalhou nessa escala e esses fatores de risco variaram de
acordo com a idade e o tempo total de trabalho em turnos (RAMIN et al., 2015).

Em relacdo ao aumento do risco para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares,
0 estudo de Jermendy et al. (2012) avaliou 481 trabalhadores (121 homens, 360 mulheres),
sendo 234 trabalhadores em turnos (idade: 43,9 £ 8,1 anos) e 247 diurnos (42,8 + 8,5 anos).
Foi verificado que a pressdo arterial sistélica foi maior nos trabalhadores em turnos em
comparacdo com os diurnos (133 £ 8 versus 126 + 17 mmHg; p<0,05), assim como 0 peso
(73,6 £ 15,5 versus 67,7 + 13,2 kg; p<0,001), indice de massa corporal - IMC (27,5 + 5,7
versus 25,0 £ 4,3 kg/mz?; p<0,001), prevaléncia de hipertensdo pregressa (24,4 versus 13,4%;
p<0,01) e propor¢do de fumantes atuais (37,7 versus 21,7%, p<0,001). Os autores concluiram
que trabalhadores em turnos tém um estilo de vida menos saudavel e possui maior risco para
doencas cardiovasculares em compara¢ao com diurnos.

Estudos mostram também que hd um aumento do risco de desenvolvimento de
obesidade em individuos que trabalham em turnos. Um estudo realizado em Taiwan avaliou
1838 mulheres (idade média: 33,6 + 7,1 anos) em diferentes escalas de trabalho e verificou
que aquelas que trabalharam no turno noturno fixo tiveram um maior risco para 0
desenvolvimento de obesidade (OR: 2,7; 95% IC: 1,6-4,5) em comparacdo com trabalhadoras
do turno diurno (CHEN; LIN; HSIAO, 2010). Resultado semelhante foi encontrado por um
estudo coreano que analisou 2952 trabalhadores (1715 homens e 1237 mulheres) e verificou

que houve um maior risco de desenvolvimento de obesidade em homens que trabalhavam em
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turnos (OR: 1,7; 95% IC: 1,05-3,01) (SON et al., 2015). Outro estudo transversal foi realizado
na PolGnia com 724 enfermeiras e parteiras com idade entre 40-60 anos (354 no turno noturno
rotativo e 370 no diurno) e verificou que trabalhar oito ou mais turnos noturnos por més esta
associado a um maior risco de desenvolver obesidade (IMC > 30 kg/m?) (OR: 3,9; 95% IC:
1,5-9,9) (PEPLONSKA; BUKOWSKA,; SOBALA, 2015). Barbadoro et al. (2013) avaliaram
339 homens, sendo 110 trabalhadores em turnos rotativos e 229 diurnos e também verificaram
que trabalho em turnos rotativos ¢ um fator de risco independente para 0 aumento do peso
corporal (OR: 1,93, 95% IC: 1,01-3,71).

Tem sido verificado também um aumento do risco de diabetes mellitus tipo Il em
individuos submetidos a escala de turnos. Um estudo longitudinal foi realizado com 69269
mulheres (idade: 42-67 anos) incluidas na coorte Nurses' Health Study | (1988-2008), e
107915 mulheres (idade: 25-42 anos) que participaram da coorte Nurses' Health Study Il
(1989-2007), todas elas ndo apresentavam doencas crbnicas no inicio do estudo. Em
comparacdo com as mulheres que nédo trabalharam em turnos, os riscos (95% IC) para o0s
participantes com 1-2, 3-9, 10-19 ¢ > 20 anos de trabalho em turnos foram 1,03 (0,98-1,08),
1,06 (1,01-1,11), 1,10 (1,02-1,18) e 1,24 (1,13-1,37, p<0,001) sugerindo, portanto, que um
longo periodo de trabalho em turnos noturno esta associado com um risco moderadamente
aumentado de diabetes tipo 2 em mulheres (PAN et al., 2011).

Evidéncias apontam que o trabalho em turnos aumenta o risco de desenvolvimento de
sindrome metabdlica. Um estudo com 26382 trabalhadores foi realizado com o objetivo de
avaliar os efeitos adversos do trabalho em turnos e o risco de sindrome metabolica.
Comparado com quem nao trabalhou em turnos, o OR (95% IC) para 1-10, 11-20 e >20 anos
de trabalho em turnos foi 1,05 (0,95 - 1,16), 1,14 (1,03 - 1,26), 1,16 (1,01 — 1,31), isto é, um
longo periodo na escala de turnos foi associado com um maior risco de desenvolver a doenca
(GUO et al., 2015). Bacquer et al. (2009) encontraram resultados semelhantes ao avaliar 1529
trabalhadores belgas e concluir que trabalhar em turnos rotativos por um periodo de 6 anos
aumenta o risco de desenvolvimento de sindrome metabdlica e também de cada um dos seus
componentes isoladamente confirmando, portanto, que o risco de desenvolver sindrome
metabolica aumenta gradualmente, de forma independente, com o aumento do tempo de
trabalho em turnos.

Os mecanismos exatos que associam o trabalho em turnos aos fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas cronicas ndo estdo bem estabelecidos (RAMIN et al., 2015).
Porém, acredita-se que a dessincronizacdo do ritmo circadiano, condicdo muito prevalente em

trabalhadores em turnos, pode culminar em mudangas comportamentais na ingestao alimentar
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e no padrdo de sono resultando em disturbios metabdlicos desfavoraveis (CEDERNAES et
al., 2015; RAMIN et al., 2015; SCHEER et al., 2009), uma vez que o ritmo circadiano
controla a variagdo diurna dos ciclos sono-vigilia e de varias func@es fisiologicas (BAILEY;
UDOH; YOUNG, 2014; BASS; TAKAHASHI, 2010).

Trabalhadores em turnos sdo considerados individuos cronicamente restritos de sono.
Estudos atuais apontam que alteragbes do sono, como a redugdo do tempo total de sono e a
sua qualidade ruim, podem ajudar a explicar o aumento do risco para doengas crénicas nesses
trabalhadores (ITANI et al., 2011; LAJOIE et al., 2015). Altera¢cdes no sono comuns incluem
o sono insuficiente (duragdo), dificuldade para “pegar” no sono (laténcia do sono) e a
sensacdo de ndo se sentir revigorado ap6s o sono (AKERSTEDT, 2003; KIM et al., 2015).
Um estudo coreano, com 2818 mulheres que trabalhavam em turnos, verificou que quanto
maior a rotatividade do turno, mais baixa foi a qualidade do sono (OR: 2,23; 95% IC: 1,73—
2,88) ap6s analise ajustada. Os autores sugeriram entdo que o trabalho no turno noturno de
alta rotatividade ndo proporciona o tempo suficiente de ajuste do ritmo circadiano, 0 que
explica a baixa qualidade do sono nesses trabalhadores (KIM et al., 2015).

Uma revisdo sistematica seguida de meta-analise verificou que distdrbios do sono é
um fator de risco para o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (ANOTHAISINTAWEE
et al., 2015). Um estudo realizado no Canada verificou que mulheres, que trabalhavam em um
esquema de turnos de alta rotatividade e apresentavam baixa qualidade de sono de acordo
com o Indice de Qualidade do sono de Pittsburg (PSQI), tinham uma maior prevaléncia de
sindrome metabolica em comparacdo com as mulheres do turno diurno (LAJOIE et al., 2015).
Outro estudo, realizado no Japdo, com trabalhadores em turnos (21693 homens e 2109
mulheres) mostrou que os riscos relativos de desenvolvimento de obesidade em trabalhadores
com duracao do sono menor do que 5 horas foram de 1,2 (95% IC: 1,09-1,32) para os homens
e 1,7 (95% IC: 1,11-2,87) para as mulheres, apds analise ajustada para habitos de vida.
Concluiram, portanto, que uma curta duracdo do sono esta associada com o desenvolvimento
de obesidade (ITANI etal., 2011).

Alteracdes no sono tém sido associadas a altera¢gdes hormonais, aumentando o risco de
desenvolvimento de doengas cronicas. A redugdo do sono em homens jovens saudaveis tem
sido associada a redugéo nos niveis de leptina e aumentos nos niveis de grelina, que resultam
no aumento da fome e do apetite (SPIEGEL et al., 2004). Leptina e grelina sdo hormonios
relacionados ao controle da ingestdo alimentar em humanos (FAROOQI; O’RAHFLIY,
2014). O estudo de Spiegel et al. (2004) foi realizado com 12 homens saudaveis (idade 22 + 2

anos; IMC 23,6 = 2,0 kg/m2) e verificou que a restricdo do sono foi associada a diminuigdo no
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hormonio anorexigeno leptina (reducdo de 18%; p=0,04), elevacdo no hormonio orexigeno
grelina (aumento de 28%; p<0,04), aumento da fome (aumento de 24%; p<0,01) e do apetite
(aumento de 23%; p=0,01), especialmente para alimentos altamente caldricos com alto teor de
carboidratos (aumento de 33% até 45%; p=0,02) sugerindo, portanto, que a restricdo cronica
do sono pode ser um fator de risco reconhecido para a obesidade.

Chaput et al. (2007) também verificaram que a curta duracdo do sono esta associada
com reducdo nos niveis de leptina e aumento da adiposidade, ao avaliar 323 homens e 417
mulheres com idades entre 21 a 64 anos. Eles verificaram que a maioria (88%) dos
participantes que relataram uma curta duracdo do sono (5 e 6 horas de sono/noite) tiveram
niveis mais baixos de leptina. Os autores ainda sugeriram que parece haver uma "“zona ideal"
de duracdo do sono, que seria de 7 a 8 horas por noite, de tal forma que dormir um intervalo
menor do que este causaria efeitos prejudiciais como a perturbacdo do equilibrio energético.

Buxton et al. (2012) também avaliaram os efeitos que a privacdo do sono prolongada,
associada ao rompimento circadiano simultdneo como ocorre no trabalho em turnos, exerce na
regulacdo da glicose e do metabolismo. Eles verificaram uma reducdo nos niveis de leptina
durante a restricdo de sono (p=0,05) e aumento nos niveis de grelina (p<0,05). Para os
autores, 0 aumento na ingestdo alimentar em trabalhadores em turnos acontece no sentido de
normalizar o sinal de fome relacionada a sinalizagcdo pelos hormdnios leptina/grelina em
individuos expostos a restricdo do sono.

Portanto, o trabalho em turnos ndo € uma mudanca ambiental temporéaria e pode causar
rupturas crénicas no reldgio circadiano (KIM et al., 2015), alterando negativamente o ciclo
sono/vigilia e, consequentemente, os ritmos hormonais, impactando negativamente na saude

desses trabalhadores.

2.2 Ritmo circadiano

O trabalho em turnos tem sido considerado uma causa importante das perturbacées do
ritmo circadiano (KIM et al., 2015). Isto causa o desalinhamento entre ritmos circadianos
fisiolégicos enddgenos, ambientais e comportamentais (GREEN; TAKAHASHI; BASS,
2008; KUMAR JHA; CHALLET; KALSBEEK, 2015).

Os ritmos circadianos sdo mudangas controladas que ocorrem no corpo humano
permitindo que os organismos se antecipem as alteracBes diarias previsiveis que ocorrem no
ambiente (BAILEY; UDOH; YOUNG, 2014; BASS; TAKAHASHI, 2010). O termo

circadiano tem origem a partir das palavras do latim “circa” e “diem”, que significa “cerca de
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um dia”, isto &, sdo ritmos que se repetem com uma peridiocidade de 24 horas e que persistem
na auséncia do ciclo claro/escuro. Tais ritmos sdo sincronizados por estimulos ambientais, ou
zeitgebers, tais como ciclo claro/escuro, temperatura, ambiente e disponibilidade de alimentos
(KUMAR JHA; CHALLET; KALSBEEK, 2015).

A maioria dos aspectos do metabolismo energético apresenta nitidas variagdes durante
o dia e a noite, como, por exemplo, os ciclos sono/vigilia, alimentacdo/jejum e a secrecdo
hormonal. Nesse sentido, sabe-se que a secrecdo de leptina, grelina e de glicocorticdides
apresenta variacdo circadiana (KUMAR JHA; CHALLET; KALSBEEK, 2015). Essa
ritmicidade diéria das fun¢fes metabolicas, incluindo a liberagcdo de horménios, é regida por
um sistema circadiano que consiste de um reldgio central, localizado no nucleo
supraquiasmatico do hipotdlamo e varios reldgios secundarios presentes nos 0Orgaos
periféricos. Os ritmos gerados pelo relogio central auxiliam na sincronizacdo dos rel6gios
circadianos moleculares presentes nas células e tecidos periféricos. O reldgio circadiano
periférico coordena as funcbes fisioldégicas com padrBes didrios de comportamento como
alimentacéo, atividade e sono (BUXTON et al., 2012).

A organizacdo funcional do sistema circadiano (Figura 1) é formada por trés
componentes principais. Destacam-se as entradas, que podem redefinir o relogio central, de
modo que se torna coincidente com o ambiente externo (ciclo claro/escuro, contatos sociais,
exercicios fisicos, alimentacdo); o nucleo central e os osciladores periféricos, presentes na
maioria dos tecidos e 6rgados periféricos, que também podem ocasionalmente dessincronizar o
ritmo circadiano; e as saidas, que sdo funcdes fisiologicas e comportamentais, que também
podem fornecer um feedback, modificando a funcdo do nicleo supraquiasmatico e osciladores
periféricos (sono/vigilia, atividade locomotora, ritmos enddcrinos, temperatura corporal, ritmo
cardiovascular, horérios de alimentacio) (GARAULET; ORDOVAS; MADRID, 2010).
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Figura 1- Sistema Circadiano

ENTRADAS OSCILADOR CENTRAL SATDAS

Pineal

Sono/'Vigilia
Claro/Escuro
Atividade
Locomotora
Contatos
Sociai
Exercicio
Fisico
Alimentacio
Horario de
Alimentacio
OSCILADORES PERIFERICOS

Fonte: Adaptado de Garaulet et al. (2010).

O desalinhamento entre o relégio circadiano interno e padrGes diarios de
comportamento, que sdo influenciados pelo ambiente em geral, ocorre com frequéncia em
trabalhadores em turnos e esta perturbacdo pode culminar em problemas de saude em
individuos expostos a essa escala de trabalho (AXELSSON; PUTTONEN, 2012) (LOWDEN
et al., 2010), por exemplo, as alteracdes metabdlicas (BASS; TAKAHASHI, 2010;
LEPROULT; HOLMBACK; VAN CAUTER, 2014).

2.2.1 Dessincronizacao circadiana

A sincronizacdo correta do relégio circadiano endégeno permite que 0s organismos se
antecipem as mudancas ambientais didrias e ajustem temporalmente as funcGes
comportamentais e fisiolégicas em conformidade com o reldgio interno. Os habitos sociais
atuais como exposic¢do a luz durante a noite, alimentacao e atividade fisica noturna, horario de
verdo, fusos horarios e trabalho em turnos agem sobre o cérebro induzindo uma perda da
sincronizagdo entre os ritmos internos e externos. Consequentemente, o ambiente detectado
pelo cérebro torna-se alterado e arritmico (BAILEY; UDOH; YOUNG, 2014; BASS;
TAKAHASHI, 2010). Essa dessincronizacdo pode resultar, por exemplo, em alteracGes
metabolicas (BUXTON et al., 2012; SCHEER et al., 2009).
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Quando o horéario de trabalho interrompe o ciclo sono-vigilia natural, os seres
humanos sdo expostos a periodos de luz em horéarios incomuns, promovendo padrdo de
consumo de alimentos irregular e modificando rotinas sociais e familiares dos trabalhadores.
(ANTUNES et al., 2010). Esse padréo de ingestdo de alimentos irregular, como o consumo de
lanches durante a noite, afeta a resposta termogénica favorecendo o ganho de peso (ROMON
et al., 1993). Portanto, essa relacdo entre os habitos alimentares alterados, padrdo sono-vigilia,
estilo de vida e ganho de peso pode ajudar a explicar o aumento da obesidade entre
trabalhadores em turnos.

Um estudo submeteu dez individuos a um protocolo de dessincronizacdo forcada com
0 intuito de avaliar os efeitos independentes do sistema circadiano e do ciclo comportamental
(ciclos jejum/alimentacdo e sono/vigilia) sobre as funcdes metabdlica, endocrina e
cardiometabdlica na presenca de desalinhamento entre os ciclos circadianos e
comportamentais, como normalmente ocorre em trabalhadores em turnos. O desalinhamento
circadiano diminuiu significativamente os niveis de leptina (17%, p<0,001), aumentou a
glicose (6%, p<0,001), reverteu completamente o ritmo de cortisol diario (p<0,001),
aumentou a pressdo arterial média (3%, p=0,001) e reduziu a eficiéncia do sono (20%,
p<0,002). Portanto, o desalinhamento circadiano, uma condigdo muito frequente em
trabalhadores em turnos, resultou em menores niveis plasmaticos de leptina, aumento de
glicose e de insulina, aumento da pressdo sanguinea arterial média e menor eficiéncia do sono
(SCHEER et al., 2009).

Um estudo avaliou 21 individuos para compreender o efeito que a restri¢do prolongada
do sono concomitante ao rompimento circadiano, como ocorre em trabalho em turnos, exerce
sobre a regulacéo da glicose e o metabolismo. O estudo verificou que a restricdo do sono e a
interrupgdo circadiana prolongada reduziram os niveis de leptina (p=0,05), prejudicaram a
regulacdo da glicose (reducdo de 32% na secrecdo de insulina) e reduziram o metabolismo
basal (queda de 8% na taxa metabolica de repouso) (BUXTON et al., 2012).

A perturbacdo circadiana, induzida pelo trabalho em turnos, resulta também na perda
da ritmicidade do cortisol (GARAULET; ORDOVAS; MADRID, 2010). O cortisol é
secretado de acordo com um ritmo circadiano e a perda desta ritmicidade poderia resultar em
hiperatividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, causando niveis elevados de cortisol em
longo prazo, que pode induzir a alterages metabdlicas como a obesidade (MANENSCHIJN
et al., 2011). A interrupcdo circadiana pode causar também supressdo da melatonina noturna.
Essa reducdo na sintese de melatonina induz resisténcia a insulina, intolerancia a glicose,

distdrbios do sono e dessincronizacéo circadiana metabolica levando a obesidade (CIPOLLA-
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NETO et al., 2014; SON et al., 2015). Além disso, o desalinhamento circadiano tem sido
associado também ao diabetes mellitus tipo 2 e doengas cardiovasculares (SCHEER et al.,
2009; SOOKOIAN et al., 2007).

Portanto, a literatura demonstra que a sincronizacéo de processos circadianos centrais
e periféricos € crucial na manutencdo da homeostase metabdlica (KUMAR JHA; CHALLET;
KALSBEEK, 2015), uma vez que a dessincronizagdo desses ritmos afeta, sobretudo, a
secrecdo de enzimas e os horménios que afetam o consumo alimentar, dentre eles a leptina,
um horménio secretado pelo tecido adiposo (BUXTON et al., 2012; SCHEER et al., 2009).

2.3 Tecido adiposo

O tecido adiposo é um importante 6rgdo endocrino. As células do tecido adiposo
(adipdcitos) liberam as adipocinas (TRAYHURN; DREVON; ECKEL, 2011). Adipocinas
podem ser definidas como um grupo de mais de 600 moléculas bioativas produzidas pelo
tecido adiposo (LEHR; HARTWIG; SELL, 2012) que atuam como horménios enddcrinos e
paracrinos (BLUHER, 2014). Elas agem em diferentes 6rgéos, incluindo o tecido adiposo,
cérebro, figado, musculos, vasos sanguineos, pancreas e coracdo (BLUHER, 2014). Além
disso, o padrdo de secrecdo dessas moléculas podem refletir a funcéo do tecido adiposo e este
padrdo é importante para estabelecer o risco individual de desenvolvimento de comorbidades
metabodlicas e cardiovasculares (BLUHER, 2009; CATALAN et al., 2009; VAN GAAL;
MERTENS; DE BLOCK, 2006).

Estudos apontam que as adipocinas desempenham funcdes especificas na resposta
imunologica, inflamacdo, metabolismo da glicose, sensibilidade a insulina, hipertenséo,
adesdo celular, crescimento e fungdo vascular, aterosclerose, adipogénese, crescimento,
metabolismo lipidico e também na regulacdo do apetite e saciedade (ex: leptina) (BLUHER,
2009, 2014).

A leptina € uma adipocina que desempenha mdltiplas fun¢Ges no organismo, por
exemplo, regula a saciedade, apetite, ingestdo alimentar, atividade e gasto energético,
fertilidade, aterogénese e induz o crescimento (BLUHER; MANTZOROS, 2015). Sua

importancia na homeostase energética sera detalhada a seguir.
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2.4 Leptina

A clonagem e caracterizagdo do gene ob mostrou que ele codifica um importante
horménio, a leptina, que é expressa no tecido adiposo e, em niveis mais baixos, no epitélio
géstrico e da placenta (ZHANG et al., 1994). A leptina é um polipeptidio composto de 167
aminoacidos, secretada principalmente pelo tecido adiposo branco (DALAMAGA et al.,
2013; WADA et al., 2014).

O nome "leptina" tem origem na palavra grega "leptos”, que significa "magro”
(WADA et al., 2014). E um horménio com efeitos potentes sobre a ingestdo alimentar,
metabolismo e muitos outros processos fisioldgicos importantes, que inclui a fertilidade,
angiogénese, formacdo Ossea e funcdo imune (FRIEDMAN; HALAAS, 1998; HUANG; LI,
2000; PARK; AHIMA, 2015; ROEMMICH et al., 1998).

A leptina funciona como um marcador chave da quantidade de reserva energética
corporal. Sabe-se que as concentragdes circulantes desse hormdnio sdo proporcionais a
guantidade de gordura corporal sinalizando adiposidade, isto &, as reservas energéticas
disponiveis (MAFFEI et al., 1995). Os niveis de leptina estdo diretamente associados a
porcentagem de gordura corporal/IMC (MANTZOROS et al., 1997) e sdo pulsateis (LICINIO
et al., 1997). Essa pulsatilidade estabelece um ritmo diurno para esse horménio, que ja esta
bem estabelecido, sendo que os maiores niveis sdo verificados durante o periodo noturno
(CHAN et al., 2002; SHEA et al., 2005; WONG et al., 2004).

Mulheres tendem a ter niveis mais altos de leptina do que os homens, mesmo apds
correcdo para quantidade de gordura corporal. Isso pode ser explicado pela maior
porcentagem de gordura subcuténea presente nas mulheres, ja que, em compara¢do com a
gordura visceral, a gordura subcutanea tem sido associada com maior expressao de RNAm de
leptina (DALAMAGA et al., 2013).

ConcentracOes plasmaticas de leptina refletem o estado nutricional do individuo. Em
caso de restricdo aguda de energia, os niveis de leptina diminuem rapidamente e varias
respostas neuroenddcrinas sdo afetadas no sentido de aumentar a ingestdo alimentar e reduzir
0 gasto energético (FRIEDMAN; MANTZOROQOS, 2015). A leptina, particularmente em
estados associados com deficiéncia de energia e hipoleptinemia, exerce influéncia em varios
eixos neuroenddcrinos, dentre eles o da tireoide, gonadal, cortisol, hormdnio do crescimento,
reproducdo, termorregulacdo e estresse (DALAMAGA et al., 2013). J& um aumento da leptina
no sangue contribui para a secrecao de insulina a partir das células § pancreaticas em resposta

ao aumento dos niveis de glicose no sangue apds a alimentacdo (ZHANG et al., 1994).
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Reservas de gordura e/ou a secregdo de insulina, desempenham um papel importante na
inducdo da sintese de leptina, no entanto, a expressdo e/ou a libertacdo de leptina pode ser
influenciada por outros fatores, tais como, cortisol (WABITSCH et al., 1996) e estrogénio
(SHIMIZU et al., 1997). Portanto, em situacfes de jejum ou excesso de leptina ocorrem
alteragBes nos niveis plasmaticos desse hormdnio (AHIMA et al., 1996), favorecendo a
homeostase energética (CHAN et al., 2003).

2.4.1 Leptina e a homeostase energética

Acredita-se na existéncia de um sistema, tanto de curto quanto de longo prazo, que
controla o comportamento alimentar e balanco energético (FRIEDMAN; HALAAS, 1998). A
concentracdo plasmatica de glicose, a temperatura corporal, os aminoacidos plasmaticos,
colecistoquinina e outros hormonios podem modular o padréo alimentar (fome e saciedade) e
sdo componentes do sistema de curta duracdo (SPIEGELMAN; FLIER, 1996). A leptina ndo
aumenta significativamente apos uma refeicdo e ndo leva, por si s6, ao encerramento de uma
refeicdo (MAFFEI et al., 1995). Nesse sentido, a leptina parece funcionar dentro do sistema
de longa duragdo que influencia a quantidade de alimento consumido em relacéo a quantidade
de energia gasta (FRIEDMAN; HALAAS, 1998).

A leptina é um sinal num ciclo de feedback negativo que regula a quantidade de tecido
adiposo, como apresentado na Figura 2. Essa adipocina é secretada pelos adipdcitos, seja
como uma proteina de 16 kDa ou ligada a uma forma soltvel do seu receptor e seus niveis sao
positivamente correlacionados com alteracdes na gordura corporal. Um aumento nos niveis de
leptina resulta em um balanco energético negativo, isto é, 0 gasto energético maior do que
ingestdo alimentar, enquanto uma redugdo nos niveis desse hormonio resulta em um balango
energético positivo, ou seja, a ingestdo alimentar maior do que o gasto energético. A leptina
atua principalmente sobre o hipotalamo reduzindo a ingestdo alimentar e modulando o
metabolismo de glicose e da gordura. Além disso, exerce efeitos periféricos sobre as células T
(estimula a proliferacdo de células T CDA4"), células B do pancreas e outros tecidos
(FRIEDMAN; HALAAS, 1998).
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Figura 2 - Leptina e a regulacao do tecido adiposo
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Os principais alvos da leptina no hipotadlamo sdo os neurbnios que expressam Pro-
opiomelanocortina (POMC) e o peptideo Cocaine Amphetamine-regulated Transcript
(CART), que sdo ativados pela leptina, assim como neurdnios que expressam Proteinas
Relacionadas ao Agouti (AgRP) e Neuropeptideo Y (NPY), que séo inibidos por esse
horménio. Esses neurbnios sdo capazes de influenciar a atividade de muitos outros tipos
neuronais no cérebro, dando origem a um circuito neural chave que controla a ingestdo
alimentar e o gasto energético. Este circuito auxilia em uma melhor compreensao do sistema
complexo que regula a homeostase energética (SCHWARTZ et al., 2000).

A leptina atua como um sensor do balango energético, uma vez ligada ao seu receptor
no hipotalamo, estimula a sintese de peptideos anorexigenos, como os peptideos CART e
POMC e também inibe a sintese de peptideos orexigenos, pela acdo do NPY, AGRP e do
Hormdnio Concentrador de Melanina (MCH), reduzindo a ingestao alimentar (ELIAS et al.,
1999; SCHWARTZ et al., 1996). Além disso, a leptina também promove a termogénese, por
estimulagdo B adrenérgica do tecido adiposo marrom e lipdlise do tecido adiposo branco
(CINTI, 2006).

A leptina exerce, portanto, efeito sobre varios tipos de neurdnios no ndcleo arqueado,
que conduz a supressdo de neurdnios anorexigenos, ativacdo dos neurdnios orexigenos, via
ativacdo do nucleo paraventricular, culminando em reducdo do peso corporal e ingestdo
alimentar (Figura 3) (WADA et al., 2014).
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Figura 3 - Resposta fisioldgica a leptina
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2.4.2 Resisténcia a leptina

A obesidade € caracterizada por niveis elevados de leptina na circulacdo, que sao
incapazes de exercer um efeito anorexigeno adequado (ARCH, 2005). Hoje sabe-se que a
administracdo de leptina em individuos obesos, na maioria das vezes, ndo afeta
significativamente o apetite e peso corporal. Acredita-se que a falta de eficacia da leptina na
obesidade humana ocorra devido ao desenvolvimento de resisténcia central a leptina
concomitante ao aumento dos niveis de leptina plasmaticos (HOUSEKNECHT et al., 1996;
VAN DIELEN et al., 2002). Essa condi¢édo é chamada de resisténcia a leptina (ARCH, 2005).

Os mecanismos subjacentes a resisténcia a leptina ainda nédo estdo bem esclarecidos,
embora defeitos no transporte de proteinas por meio da barreira sangue-cérebro, bem como
uma diminuicdo da sinalizacdo hipotalamica pode ter um papel importante (ARCH, 2005).
Segundo Houseknecht et al. (1996), resisténcia a leptina pode resultar da regulacdo
decrescente do receptor de leptina, de defeitos na ligagdo ao receptor, na sinalizagéo, alteracédo

da via a jusante e/ou alteracdes na biodisponibilidade da leptina circulante.
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O estudo de Considine et al. (1996) avaliou as concentragGes séricas de leptina em 136
individuos com peso normal e 139 obesos. A média das concentracdes de leptina no soro
foram 31,3 + 24,1 ng/mL em obesos e 7,5 = 9,3 ng/mL em individuos com peso normal
(p<0,001). QOutro estudo avaliou as concentrac6es de leptina apos perda de peso acentuada em
18 mulheres com obesidade mérbida que fizeram cirurgia gastrica restritiva. Eles verificaram,
um ano apos a cirurgia, uma reducdo significativa no IMC (de 42,9 + 5,6 para 32,9 + 6,0
kg/m2) que foi acompanhada de uma reducdo nas concentracdes plasmaticas de leptina de
44,6 + 18,0 para 20,0 + 13,1 ng/mL (p<0,001) (LAIMER et al., 2002).

Portanto, em seres humanos, a obesidade esta associada a um aumento nas
concentracOes plasmaticas de leptina (CONSIDINE et al., 1996), resultantes de um estado de

resisténcia a esse hormonio.

2.5 Receptores de leptina

Os efeitos fisioldgicos da leptina sdo mediados pela interagdo com receptores
especificos, que pertencem a superfamilia dos receptores de citocina classe | (DIAMOND et
al., 1997; TARTAGLIA, 1997; TARTAGLIA et al., 1995). O receptor de leptina (OB-R) foi
isolado pela primeira vez em 1995, a partir do plexo cordide e hipotdlamo de ratos,
(TARTAGLIA et al., 1995), resultante da expressao do gene db (LEE et al., 1996).

Em seres humanos foram identificados quatro diferentes isoformas derivadas do
splicing do RNAm do receptor de leptina (Figura 4), sendo um receptor ligado a membrana,
com um dominio citoplasmico de comprimento longo (OB-Rb) e trés receptores ligados a
membrana com um dominio citoplasmatico curto (OB-Ra, OB-Rc, OB-Rd). Além disso,
existe o receptor soltvel de leptina (OB-Re) que é gerado por clivagem proteolitica de
receptores de membrana (MAAMRA et al., 2001; TARTAGLIA et al., 1995).
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Figura 4 - Isoformas do receptores de leptina
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Fonte: Adaptado de Friedman & Halaas (1998).

As isoformas do receptor de leptina tem um dominio de ligagdo comum na regido
amino-terminal e uma porcdo diferente na regido carboxi-terminal. Além disso, quatro
isoformas (OB-Ra, OB-Rb, OB-Rc, OB-Rd) possuem dominios transmembrana, enquanto
OB-Re contém apenas 0 dominio extracelular (WADA et al., 2014).

A leptina se liga aos receptores localizados ao longo do Sistema Nervoso Central
(SNC), assim como em varios tecidos periféricos. O receptor OB-Rb é fortemente expresso
em todo SNC, principalmente no hipotalamo, centro regulador do apetite. A ligacdo da leptina
a OB-Rb ativa vias de sinalizacdo que propiciam os efeitos centrais e periféricos da leptina
(KELESIDIS et al., 2010). Portanto, a capacidade da leptina de ativar o seu receptor e mediar
a transducdo de sinal depende da sinalizacdo do receptor OB-Rb, que € a isoforma mais
importante na mediacdo da acdo da leptina (WADA et al., 2014).

Ativacdo de OB-Rb pela leptina provoca centralmente a reducéo da ingestdo alimentar
e aumento do gasto energético. Estes efeitos centrais sdo mediados por um circuito neural
complexo que envolve NPY, AgRP, POMC e CART, que sdo modulados pela leptina (YANG
etal., 2004).

O receptor OB-Rb possui dominios intracelulares conhecidos como regides Box1,
Box2, Box3 que estdo associados com a ativacdo de JAK (Janus-kinase) / STAT (sinal
transdutor e ativador de transcricdo) (BJORBAEK et al., 1997; TARTAGLIA et al., 1995;
WADA et al., 2014).

A ligagdo da leptina & OB-Rb resulta na sua dimerizacdo e promove a fosforilagdo de
JAK?2 e ativagdo da via de JAK2/STAT3 (Figura 5). Fosforilacdo de STAT3 faz com que ele
dissocie-se do receptor de OB-Rb e forme dimeros ativos que regulam a expressdo do gene

apos a translocacédo para o nucleo. Sinalizacdo STAT3 pode ativar STATS5, que também pode



29

regular a expressdo de genes dependentes de STAT3. Fosforilagdo de JAK2 também ativa
SHP2, que entdo recruta a proteina adaptadora Grb2 que promove a ativacdo de ERK1/2.
Ativacdo PI3K mediada por leptina via IRS1/2 causa a fosforilacdo de Akt/ mTOR e
subsequente regulacédo da atividade de S6 e FOXO1. PTP1B pode interferir com a ativacdo de
PI3K pela inibigdo da fosforilagdo de IRS-1/2, estimulada por leptina. Expressdo de SOCS3 é
induzida por STAT3 e atua por meio da inibicdo da fosforilacdo de JAK2, estimulada pela
leptina (DALAMAGA et al., 2013; KELESIDIS et al., 2010).

Alteracdes na sinalizacdo da leptina pode resultar em resisténcia a leptina, isto e,
incapacidade de leptina endégena ou exdgena em promover resultados metabdlicos tais como
a inibicdo do apetite e do ganho de peso e aumento do gasto energético (DALAMAGA et al.,
2013).

Figura 5 - Sinalizacdo no receptor de leptina
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Fonte: Adaptado de Dalamaga et al., (2013).

Em relagdo a isoforma curta do receptor de leptina (OB-Ra), alguns autores tem
sugerido que ela seja responsavel pelo transporte do hormoénio por meio da barreira sangue-
cérebro e pela producdo do dominio extracelular do receptor que complexa com a leptina, isto
é, a isoforma soltvel (GE et al., 2002; LAMMERT et al., 2001). O mecanismo exato de
transporte da leptina para o SNC é desconhecido, mas como a absorcéo de leptina ocorre no
cérebro, o transporte ativo por Ob-Ra ou outras proteinas tem sido sugerido como um
mecanismo possivel (BANKS et al., 1996).

O receptor soluvel, Ob-Re, representa a principal proteina de ligacdo da leptina na

circulacdo humana (LAMMERT et al., 2001). Ele compete pela ligacdo com os receptores de
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leptina presentes na superficie das células-alvo e reduz a taxa de degradacdo e depuracéo da
leptina (HUANG; WANG; LI, 2001; ZASTROW et al., 2003).

2.6 Receptor soluvel de leptina

Conforme foi mencionado anteriormente, a leptina atua por meio da ligagdo ao seu
receptor, OB-R, que possui diferentes isoformas. Em seres humanos, a isoforma soltvel (OB-
Re) é gerada pela clivagem proteolitica do dominio extracelular das isoformas de membrana,
mediada por uma metaloprotease (GE et al., 2002; MAAMRA et al., 2001). Como OB-Re,
ndo possui 0 dominio transmembrana, entéo ele é liberado na circulacdo (CHAN et al., 2002;
HOUSEKNECHT et al., 1996; YANG et al., 2004).

Assim como observado para leptina, os niveis de OB-Re sdo diferentes entre homens e
mulheres. As mulheres apresentam niveis significativamente menores desse receptor (CHAN
et al., 2002; OGAWA et al., 2004; OGIER et al., 2002) e essa diferenca pode ser explicada
pelas variacdes nas quantidades de gordura corporal existentes entre homens e mulheres
(OGIER et al., 2002). Segundo Chan et al. (2002) sexo e adiposidade sdo o0s principais
preditores de OB-Re em adultos saudaveis, mas os estergides sexuais também podem
determinar os niveis desse receptor.

Existe uma correlacdo inversa entre os niveis de OB-Re e 0 IMC (CONSIDINE et al.,
1996; MAFFEI et al., 1995; VAN DIELEN et al., 2002). Os niveis de OB-Re séo
significativamente menores e 0s niveis de leptina sdo significativamente maiores em
individuos com obesidade mérbida em comparacdo com individuos magros (VAN DIELEN
et al., 2002). Além disso, existem diferencas entre as propor¢des leptina livre/ligada em
individuos magros e obesos. Sinha et al. (1996) demonstraram que em individuos magros a
leptina circula principalmente na forma ligada a OB-Re enquanto que em individuos obesos a
maioria dos leptina circula na a forma livre.

A leptina circula no sangue humano tanto na forma livre como ligada a OB-Re
(SINHA et al., 1996). A atividade da leptina é influenciada por OB-Re (LAMMERT et al.,
2001), que é considerada a principal proteina de ligacéo de alta afinidade da leptina no plasma
humano (HUANG; WANG,; LI, 2001; LAMMERT et al., 2001; WADA et al., 2014) e atua
como um inibidor da funcédo da leptina (YANG et al., 2004; ZASTROW et al., 2003).

Liu et al. (1997) demonstraram que OB-Re se acopla a leptina com alta afinidade,
podendo inibir sua ligagdo ao receptor de membrana. A ligacdo da leptina ao seu receptor
solivel ndo resulta na sinalizagéo e ativacdo de JAK/STAT (Figura 6) (HEANEY; GOLDE,
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1993). Landt et al. (2000) verificaram que apenas leptina livre foi detectada no liquido
cefalorraquidiano, sugerindo que ¢é a forma biologicamente ativa da leptina. Portanto, OB-Re
se liga a leptina desempenhando uma funcéo inibitoria temporaria sobre a atividade desse
horménio (GE et al., 2002).

Figura 6 — Modelo de sinalizacdo gerada pelos receptores de leptina
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Fonte: Adaptado de Heaney et al. (1993).

Descobertas “in vivo” sugerem que a ligagdo da leptina a OB-Re pode retardar a
depuracao da leptina, aumentando assim o “pool” desse hormdnio disponivel na circulagao,
ou seja, aumentando sua biodisponibilidade (ZASTROW et al., 2003). Portanto, OB-Re é 0
principal determinante dos niveis de leptina no plasma (HUANG; WANG; LI, 2001,
LAMMERT et al., 2001).

Os niveis de OB-Re tendem a diminuir quando ha picos dos niveis de leptina,
sugerindo que a leptina regula os niveis circulantes de sua propria proteina de ligagdo (CHAN
et al., 2002). A proteina de ligacdo pode ser regulada positivamente em resposta a falta
relativa de leptina. Com o jejum, o aumento de OB-Re concomitante & reducdo da leptina
total, ocasiona uma diminui¢do ainda mais marcante na leptina livre. Isto pode ser entendido
como uma resposta adaptativa a estados de privacdo alimentar, porque nessa situacdo seria
vantajoso restringir a disponibilidade de leptina livre (devido seu efeito inibidor sobre a
ingestdo alimentar) (CHAN et al., 2002). Por outro lado elevados niveis de leptina resultam
em decréscimo nos niveis de OB-Re. Em situacdes de obesidade os niveis elevados de leptina

no soro refletem as reservas de tecido adiposo e nesta situacdo pode haver uma reducdo nos
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niveis de OB-Re, também como uma resposta adaptativa, com o objetivo de aumentar a
disponibilidade de leptina ativa (SINHA et al., 1996; VAN DIELEN et al., 2002).

Além das funcdes ja citadas para o receptor soltivel, como inibicdo da atividade da
leptina e 0 aumento da sua biodisponibilidade, OB-Re tem sido apontado como um marcador
da expressdo do receptor de leptina no hipotdlamo (CHAN et al., 2002). Acredita-se que 0s
niveis reduzidos de OB-Re possam refletir a expressao reduzida das isoformas do receptor de
leptina (OB-R) ancorados a membrana (SCHAAB et al., 2012) e a reducéo das concentragdes
de OB-Re possa servir como um indicador da absorcdo reduzida de leptina no cérebro (TU et
al., 2008).

A geracdo do mRNA de OB-Re e da leptina é regulada em condices fisioldgicas e
fisiopatoldgicas. Em humanos, os niveis de OB-Re sdo inversamente relacionados com
adiposidade (LAIMER et al., 2002; VAN DIELEN et al., 2002) e outros estados patoldgicos
(HAMNVIK et al., 2011; MARTINS et al., 2012). Evidéncias apontam que os niveis de OB-
Re sdo inversamente relacionados com o IMC, circunferéncia da cintura (CHAN et al., 2002)
e com componentes da sindrome metabolica, tais como, pressao arterial sistélica/diastdlica,
insulina/glicose de jejum e triglicerideos, por outro lado ele esta positivamente associado com
a idade, o colesterol total e lipoproteina de alta densidade (HDL) (INGELSSON et al., 2008).

Um estudo prospectivo analisou a relagdo entre os niveis séricos de leptina e OB-Re
com parametros metabolicos em 91 homens jovens (18 anos de idade) e saudaveis, ap6s um
follow-up de 2 anos. Na analise prospectiva os niveis basais de OB-Re foram preditivos de
glicemia de jejum, sindrome metabdlica e medidas de adiposidade (HAMNVIK et al., 2011).
Um estudo transversal avaliou na populagdo brasileira a associacdo entre leptina e OB-Re
com risco cardiometabdlico em 173 individuos adultos e verificaram uma relacdo inversa
entre os niveis de OB-Re e fatores de risco cardiometabdlicos (p<0,006) (MARTINS et al.,
2012). Outro estudo analisou 419 individuos japoneses saudaveis (198 homens e 221
mulheres, IMC: 21,7 + 2,6 kg/m?) e em 150 pacientes diabéticos tipo 2 (96 homens e 54
mulheres, IMC: 24,3 + 3,8 kg/m?). Os autores verificaram que os niveis de OB-Re foram
negativamente correlacionados com insulina de jejum, HOMA-IR, triglicerideos e leptina e
positivamente correlacionada com HDL e niveis plasmaticos de adiponectina em individuos
saudaveis, mesmo apos o ajuste para idade, sexo e IMC. Estes resultados sugerem que a OB-
Re pode ser um dos fatores que influenciam a resisténcia a insulina e a resisténcia a leptina
(OGAWA et al., 2004).
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Portanto, diante do relatado é possivel postular que OB-Re desempenha um papel
significativo na determinacdo dos niveis de leptina total e leptina livre, bem como na
atividade bioldgica da leptina (YANG et al., 2004).

2.7 Indice de leptina livre

O sistema leptina é constituido pela leptina plasmatica, OB-Re e pelo indice de leptina
livre (FLI, do inglés, free leptin index) (TRAYHURN, 1996). O receptor soltvel é a principal
proteina de ligagdo da leptina na circulagdo humana e um dos determinantes do indice de
leptina livre (CHAN et al., 2002). FLI corresponde a razdo entre os niveis plasmaticos de
leptina em relacdo aos niveis de OB-Re (CATLI et al., 2014; ZEPF et al., 2015).

Embora originalmente os niveis de leptina livre pudessem ser avaliados apenas pelo
método de cromatografia de filtracdo em gel, Ogier et al. (2002) relataram que 0 quociente
entre 0s niveis de leptina circulante pelos niveis de OB-Re (leptina/OB-Re) foi fortemente
correlacionado com o percentual de gordura corporal e esta taxa foi denominada como indice
de leptina livre. FLI é considerado o principal pardmetro para avaliar o eixo da leptina (ZEPF
et al., 2015).

Existem diferengas nos valores de FLI entre homens e mulheres. O estudo de Ogawa
et al. (2004) avaliou 419 japoneses saudaveis e 150 diabéticos tipo 2 e verificou que os niveis
de FLI foram significativamente maiores em mulheres (0,19 + 0,15) do que em homens (0,09
+ 0,06).

FLI difere também entre individuos magros e obesos. Um estudo realizado com
criangas obesas e ndo obesas analisando a relacdo entre niveis de leptina e niveis de OB-Re
com parametros metabolicos e clinicos verificou os niveis plasmaticos de leptina e o FLI
foram significativamente maiores em criancas obesas (p<0,001) e que Ob-Re foi
significativamente maior em criangas ndo-obesas (p=0,028) (CATLI et al., 2014). De acordo
com Brabant et al. (2000) a porcentagem de gordura corporal é reconhecida como principal
regulador dos niveis absolutos de leptina e da proporcao entre a forma livre e a forma ligada.
Além disso, o FLI aumenta com o IMC e ¢ afetado pelos niveis totais de leptina.

O estudo de Houseknecht et al. (1996), realizado com animais, verificou que em ratos
magros uma maior porcentagem de leptina encontra-se predominantemente na forma ligada a
OB-Re, embora uma parte esteja livre. J4& em animais obesos, 0s niveis de leptina no soro
estavam elevados e uma maior quantidade de leptina foi encontrada na forma livre, isto é,
apresentam um maior FLI (HOUSEKNECHT et al., 1996). Resultados semelhante foram
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verificados em seres humanos no estudo realizado por Sinha et al. (1996) que analisou
individuos obesos e ndo-obesos e encontraram uma propor¢do significativamente maior
(p<0,001) de leptina total circulando sob a forma ligada em individuos ndo-obesos (46,5 £
6,6% ng/mL) do que em obesos (21,4 = 3,4% ng/mL), confirmando que individuos obesos
apresentam maior FLI. Um aumento do FLI pode contribuir para o desenvolvimento de
hiperinsulinemia e da resisténcia a insulina (CATLI et al., 2014).

O indice de leptina livre representa, portanto, um marcador da leptina livre, sendo um
meio de caracterizar o equilibrio entre a leptina e 0 OB-Re (KRATZSCH et al., 2002).
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3. JUSTIFICATIVA

A crescente utilizacdo do sistema de turnos na sociedade atual reforga a necessidade de
melhor compreensdo dos reflexos que esta forma de organizacdo do trabalho pode ter na
salde dos trabalhadores. O trabalho em turnos é frequentemente associado a dessincronizagéo
circadiana, que pode afetar, sobretudo, a secrecdo de hormdnios que regulam o consumo
alimentar, dentre eles a leptina. AlteragGes na leptina pode criar um ambiente favoravel para o
desenvolvimento de distarbios metabdlicos como a obesidade.

Para compreender a acdo da leptina é importante avaliar um subtipo especifico de
receptor, a isoforma sollvel (OB-Re), que esté associada ao aumento da biodisponibilidade da
leptina plasmatica e a inibicdo da atividade desse horménio, além de ser a principal proteina
de ligacao da leptina na circulacdo. OB-Re é essencial na mediacdo dos efeitos bioldgicos da
leptina. Além do receptor sollvel, avaliar o indice de leptina livre permite uma melhor
compreensdo da acao da leptina em humanos e FLI pode ser utilizado para avaliar resisténcia
a leptina que esté associada com obesidade.

A partir deste estudo sera possivel uma melhor compreensao do sistema leptina, que é
constituido pela leptina plasmatica, OB-Re e FLI, em trabalhadores em turnos. Até o
momento ndo ha estudos avaliando OB-Re e FLI nesses trabalhadores. O conhecimento do
padrdo de secrecdo de OB-Re e o FLI permitird compreender melhor a ac¢éo da leptina nesses
individuos, de forma que as necessidades e os problemas nutricionais dos mesmos possam ser

melhor entendidos.
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4. HIPOTESE DO ESTUDO

Ha diferencas no perfil diario de secrecédo de receptores soltveis de leptina e no indice
de leptina livre quando se comparam individuos que trabalham em turnos (matutinos e

noturnos) e trabalhadores diurnos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar os perfis diarios de secrecdo do receptor soluvel de
leptina e do indice de leptina livre em trabalhadores em turnos e diurnos.

5.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar a concentracdo média em 24 horas de OB-Re e FLI em trabalhadores em turnos e
diurnos.

e Auvaliar o efeito do turno, do tempo e da interacdo entre turno e tempo sobre as
concentracdes de OB-Re e FLI.

e Verificar a duracéo total do sono dos trabalhadores em turnos e diurnos.

e Avaliar o nivel de atividade fisica habitual dos trabalhadores em turnos e diurnos.
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6. CASUISTICA E METODOS

Este estudo transversal € um desdobramento de um projeto de pesquisa maior que
originou uma tese de doutorado intitulada “Concentrag¢des de leptina, grelina acilada ¢ grelina
ndo acilada em trabalhadores em turnos fixos” (CRISPIM, 2008). Outras abordagens
metabdlicas utilizando o mesmo desenho metodoldgico foram descritas em outros artigos
(CRISPIM et al., 2011; CRISPIM et al., 2012; PADILHA et al., 2010).

6.1 Casuistica

A pesquisa incluiu dois grupos de trabalhadores em turnos fixos (noturno e matutino)
que trabalhavam em uma industria de aco localizada na cidade de Diadema, no Estado de Sao
Paulo, desempenhando a funcdo de manobristas de empilhadeiras. Um outro grupo de
individuos que trabalhavam em horério comercial (diurnos) e que tinha rotinas estabelecidas
de trabalho, refei¢ces e sono foi incluido no estudo. Pelo fato de nao haver individuos que
trabalhassem no turno diurno com a mesma exigéncia fisica e atividade dos grupos noturno e
matutino na inddstria de aco, os voluntarios desse grupo foram selecionados em uma
associacao de pesquisa localizada no municipio de Sdo Paulo. Este grupo deveria apresentar
cargo, atividade profissional (serem manobristas) e nivel de atividade fisica compativel ao
grupo experimental, sendo este estimado de acordo com Baecke et al. (1982).

Os voluntarios foram recrutados por meio de anuncios impressos veiculados na
indUstria de ago e na associacdo de pesquisa, sendo esses divulgados pelo servigo social da
empresa sob autorizacdo expressa da presidéncia da mesma. Todos os voluntérios realizaram
uma entrevista inicial em que foram informados do objetivo do projeto, bem como sobre
todos os procedimentos que seriam realizados (avaliagdes, coletas de sangue e tempo
despendido durante a participacdo do projeto).

Assim, participaram da pesquisa 22 voluntarios, divididos nos seguintes grupos:

e Grupo noturno (GN): (9 individuos, que trabalhavam das 22:00h as 6:00h).
e Grupo matutino (GM): (6 individuos, que trabalhavam das 6:00h as 14:00h).
e Grupo diurno (GD): (7 individuos, que trabalhavam das 8:00h as 17:00h).
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Foram incluidos no estudo:

e Homens com idade entre 20 e 35 anos;

e Sedentarios;

¢ Individuos que ndo apresentavam patologias, de acordo com o exame periodico de saude
da empresa;

¢ Individuos que trabalhavam no mesmo horario ha pelo menos 2 anos;

¢ Individuos que apresentavam horarios regulares das refei¢oes e do sono.
Foram excluidos do estudo:
e Tabagistas;
¢ Individuos que apresentaram variacdo importante na massa corporal nos Gltimos dois anos
(% 2kg).

Este estudo foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo/ Escola Paulista de Medicina (CEP 0591/07) (ANEXO 1).
Todos os voluntérios assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido como critério
para inclusdo no estudo (ANEXO 2).

6.2 Métodos

Os voluntarios dos trés grupos passaram pelas mesmas avaliacBes, as quais foram
divididas em ‘“Avaliacdes preliminares” e “Protocolo Experimental”, de acordo com a
descricdo a seguir.

6.2.1 AvaliagOes preliminares

6.2.1.1 Parametros antropométricos

Os parametros antropométricos avaliados nesse estudo foram: massa corporal,

estatura, IMC, composicgéo corporal e circunferéncia da cintura.
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6.2.1.1.1 Massa corporal

As medidas foram aferidas na balanca do equipamento Bod Pod® cuja precisdo ¢ de
0,001g. Os participantes foram orientados a ficarem de pé, descalcos, vestindo 0 minimo de
roupa possivel, com os bracos esticados ao longo do corpo, olhar fixo no horizonte e evitando
movimentos que pudessem atrapalhar as afericbes (LOHMAN; ROCHE; MARTORREL,
1988).

6.2.1.1.2 Estatura

Este parametro foi mensurado por meio de um estadidmetro vertical cuja precisao é de
0,1 cm, da marca Sanny (American Medical do Brasil, Sdo Paulo). O participante foi
posicionado sobre a base do estadibmetro, com os bragos pendentes ao longo do corpo, pés
descalgos posicionando um ao lado do outro. A regido posterior dos calcanhares, a cintura
pélvica e escapular e a regido occipital deveriam tocar a escala de medida. Considerou-se
como altura, o valor correspondente a distancia entre a planta dos pés e o vértice do individuo
apontado pelo cursor. No momento da aferi¢do o participante deveria permanecer em apneia
inspiratéria e com a cabeca orientada no plano de Frankfurt paralelo ao solo (LOHMAN;
ROCHE; MARTORREL, 1988).

6.2.1.1.3 indice de Massa Corporal (IMC)

Apos a afericdo do peso e altura foi calculado o IMC dividindo-se o peso (Kg) pelo
guadrado da altura do individuo (m?). O IMC (Kg/m?) de adultos é classificado segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (2000) em: baixo peso (<18,5 Kg/m?2), eutrofico (18,0 — 24,9
Kg/m?), sobrepeso (25,0 — 29,4 Kg/m?) e obeso (> 30 Kg/m?).

6.2.1.1.4 Composicgéo Corporal

Este parametro foi avaliado por meio da espessura das dobras cutaneas. Utilizou-se um
adipdmetro com precisdo de 0,5 mm da marca Lange Beta Technology Incorporated
(Cambridge, Maryland, EUA). As dobras avaliadas foram: triciptal, subescapular, axilar
média, peitoral, abdominal, supra-iliaca e coxa. Todas elas foram medidas do lado direito do

corpo, em triplicata e posteriormente foi feito a média dos trés resultados. Foi utilizado a
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padronizacdo de Jackson & Pollock (1985) para obtencdo dos valores. Para efeito de
estimativa da densidade corporal levou-se em consideracdo as equacdes especificas para 0s

géneros deste mesmo autor. O percentual de gordura foi estimado pela equacao de Siri (1961).

6.2.1.1.5 Circunferéncia da cintura

Para a medida da circunferéncia da cintura foi utilizada uma fita antropométrica
inelastica de fibra de vidro (Sanny) com precisdo de 0,1 cm. As medidas de circunferéncia da
cintura foram aferidas com o individuo ereto, com os bragos ao longo do corpo e abdome
relaxado, no ponto médio entre a crista iliaca e o ultimo arco costal, em duplicata, de acordo
com Heyward & Stolarczyk (2000). A medida final adotada foi a média dos dois valores
obtidos.

6.2.1.2 Atividade fisica habitual

O nivel de atividade fisica habitual foi avaliado por meio do questionario de Baecke et
al. (1982). E um instrumento composto por 21 questdes (ANEXO 3) que avalia a atividade

fisica ocupacional, exercicios fisicos no lazer e atividades fisicas de lazer e locomocao.

6.2.1.3 Avaliacdo do sono

A duracdo total do sono foi obtida por meio do didrio do sono de sete dias
(ANDRADE, 1991) que consiste em um registro auto-preenchido pelos voluntarios do estudo

(ANEXO 4). Foi calculado a média aritmética dos sete dias de registro.

6.2.2 Protocolo experimental

Este experimento foi planejado de modo a manter a ingestdo energética e os niveis de
atividade de acordo com os padrbes habituais dos voluntarios ao longo do periodo de
realizacéo do estudo. O objetivo deste foi simular uma condicgéo real de vida dos voluntarios,
buscando-se entender o papel do horario do trabalho nas concentragdes dos receptores
solGveis de leptina e no indice de leptina livre, pardmetros importantes para se compreender a
dindmica da leptina, hormonio relacionado com o controle da ingestdo alimentar e outras

funcOes fisiologicas importantes. Muitos estudos da area de ritmos biologicos estabelecem
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dietas padronizadas, nutricdo enteral ou parenteral para os voluntarios durante o protocolo
experimental, o que pode alterar o perfil metabdlico do individuo em relacdo ao consumo
alimentar habitual. Por este motivo, este estudo realizou as analises no proprio ambiente de
trabalho, mantendo todos os habitos do cotidiano dos individuos analisados, inclusive os
alimentares.

Para que o trabalhador fosse incluido no protocolo experimental, ele deveria estar no
terceiro ou quarto dia do turno, apds o ultimo dia de descanso. Na semana anterior a esta
etapa, os participantes foram orientados a ndo alterar sua rotina habitual de sono, alimentacéo
e atividade fisica.

O protocolo experimental foi realizado em um periodo de 24 horas, sendo que o inicio
ocorreu na empresa durante o periodo de trabalho (6:00 as 14:00h para 0 GM, 22:00h as 6:00h
para 0 GN e 8:00h as 17:00h para 0 GD). Apos o expediente de trabalho, os participantes do
estudo foram conduzidos para o Instituto do Sono da Associacdo Fundo de Incentivo a
Psicofarmacologia (AFIP), por meio de um automdvel providenciado pela equipe de pesquisa,
possibilitando assim a realizacdo das demais avaliagdes.

No Instituto do Sono, cada participante foi mantido em um quarto privativo, onde
poderiam descansar, realizar as refeicGes, usar o telefone, ler ou jogar videogame. Ja
atividades fisicas vigorosas ndao foram permitidas. Foram respeitados os horérios habituais de
sono dos voluntérios previamente relatados pelos mesmos (GD: 24:00h as 6:00h; GM: 22:00h
as 4:00h; GN: 8:00h as 14:00h). Os individuos permaneceram nos leitos nestes periodos.

Durante o periodo que permaneceram na empresa, a rotina alimentar dos participantes
ndo foi alterada, ou seja, as refeicbes consumidas foram as mesmas servidas na empresa
habitualmente. J& no laboratério do Instituto do Sono, a equipe executora do trabalho
providenciou as refei¢des, sendo que estas foram preparadas com alimentos habitualmente
consumidos pelos voluntarios, conforme relatado anteriormente no registro alimentar de sete
dias. Os horérios das refeicdes também seguiu o que foi referido no registro alimentar, com o
intuito de ndo modificar a rotina alimentar habitual. Todos os participantes foram orientados e
supervisionados para que ndo alterassem a quantidade habitual de alimentos consumida. Os
horérios das refeicdes foram em média: GD — 7:30h, 12:30h, 17:00h e 20:30h; GM — 6:00h,
11:00h, 15:30h e 19:00h; GN — 15:00h, 20:00h, 1:30h e 6:00h.

Ao termino do periodo de 24 horas, apds a conclusdo de todas as avaliagdes, 0S
individuos foram conduzidos ao local de sua escolha que poderia ser a residéncia, caso
estivessem de folga, ou a empresa, caso tivessem que trabalhar. As avaliagOes realizadas

durante o protocolo experimental estdo detalhadas a seguir.
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6.2.2.1 Coletas de sangue

Cada participante teve amostras de sangue coletadas a cada quatro horas durante as 24
horas do estudo, totalizando entdo 6 amostras (8:00h; 12:00h; 16:00h; 20:00h; 24:00h; 4:00h).
Estas foram usadas nas analises bioquimicas de leptina e OB-Re.

Na empresa, 0s voluntarios eram chamados pelo pesquisador para que comparecessem
a enfermaria, onde uma pessoa devidamente treinada pela equipe de pesquisa efetuava a
coleta de sangue.

No laboratério do Instituto do Sono, os individuos permaneceram com um cateter
intravenoso periférico com adaptador em Y da marca Saf-T-IntimaTM para facilitar as coletas
de sangue. Durante o sono, uma enfermeira entrava no quarto para efetuar a coleta, sem
atrapalhar o sono dos voluntarios e um abajur com uma luz fraca foi utilizado durante as
coletas.

No total foi coletado de cada participante um volume méximo de 210 mL durante as
24 horas (6 amostras de 35mL). De acordo com Simon et al. (1994), esse volume coletado ndo
produz mudangcas significativas no hemotdcrito do individuo. As amostras de sangue foram
armazenadas em tubos contendo EDTA. O plasma foi dividido em aliquotas e mantido
congelado a temperatura de -80°C.

6.2.2.2 Analises sanguineas

As concentragdes de leptina e OB-Re foram determinados por meio da técnica de
ensaio imuno-enzimatico, utilizando-se Kits comerciais de ELISA (Phoenix Pharmaceuticals,
Inc. Califérnia, EUA), seguindo as devidas recomendagdes dos fabricantes. O ensaio imuno-
enzimatico é uma ferramenta para detectar peptideos especificos baseado no principio da
competitividade enzimatica.

Para as dosagens de leptina as placas apresentaram-se previamente revestidas com um
anticorpo de captura humano e com os sitios de ligacdo ndo especificos bloqueados. A
proteina da amostra ou da solugdo padréo se uniu ao anticorpo de captura nos pogos. Apos 0s
precedimentos de lavagem o biotinilado foi adicionado. Apos nova lavagem a AS-HRP
catalisou o substrato. A reacdo enzima-substrato foi cessada por meio da adi¢éo da solucao de
interrupgdo. A intensidade da cor é diretamente proporcional a quantidade do peptideo da
amostra ou da solucdo padrédo. Uma curva padrdo de concentragdo conhecida foi estabelecida.
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As concentracOes desconhecidas das amostras foram entdo determinadas por extrapolagéo
desta curva padréo. A sensibilidade dos kits foi de 0,5 ng/mL para leptina.

A dosagem das concentracfes de OB-Re no plasma foram realizadas com kits de
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) seguindo as recomendacfes do fabricante (Phoenix
Pharmaceuticals®, Burlingame, CA, Estados Unidos). As amostras de plasma foram diluidas
(1:2) com o tampéo especifico do kit. As placas foram incubadas a 37 °C por 90 minutos e a
sequir foram realizadas 3 lavagens. A seguir, as placas foram incubadas a 37°C por 30
minutos com anticorpo monoclonal marcado com peroxidase. Apds 0s novos precedimentos
de lavagem, as placas foram incubadas a 37°C no escuro por 15 minutos com Tetra-metil-
benzidina (TMB). A seguir, 100 puL de solucdo de interrupgao foi adicionada em cada well e a
leitura da absorbancia foi realizada a 450 nm. A intensidade da cor é diretamente proporcional
a concentracdo de OB-Re na amostra. As concentracdes das amostras foram entdo

determinadas por extrapolacéo da curva padrao.

6.2.3 Calculo do FLI

O FLI foi calculado pela formula: FLI = concentracdo de leptina (ng/mL) /
concentracfes de OB-Re (ng/mL) (ROSZKOWSKA-GANCARZ et al., 2015; WONG et al.,
2004).

6.2.4 Andlise estatistica

Inicialmente foi realizada a anélise da normalidade dos dados utilizando o teste
Komolgorov-Smirnov. Em seguida, foi realizada uma analise descritiva para a determinagéo
das médias e dos erros-padrdo (£EP). Nas analises de OB-Re e FLI, foram calculadas as
médias (£EP) dos seis pontos coletados durante o periodo de 24 horas. A ANOVA one-way
foi utilizada para comparar as caracteristicas dos individuos e o teste de post-hoc de Tukey foi
utilizado para verificar as diferengas significativas. A Mixed-model ANOVA foi construida
para verificar as modificagdes nos niveis de OB-Re e FLI durante as 24 horas nos diferentes
grupos (random-effect term, grupo; fixed-effect term, tempo; fixed-effect term, medidas
repetidas). O teste tipo Ill de efeitos fixos foi realizado para verificar a significancia de
qualquer efeito sobre OB-Re e FLI. Foi realizada anélise pos hoc com correcdo de Bonferroni
para encontrar diferencas significativas. A andlise estatistica foi realizada usando o software

SPSS 23 e foram considerados significativos valores com p-value < 0,05.
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A caracterizacdo dos voluntarios do estudo de acordo com os turnos de trabalho (GM,

GN e GD) é apresentada na tabela 1. Ndo foram verificadas diferencas entre 0s grupos em

relacdo a idade, tempo de trabalho em turnos, nivel de atividade fisica e variaveis

antropométricas quando os trés turnos de trabalho foram comparados (p>0,05). Os grupos

diferiram apenas em relacdo a duracao habitual do sono (p=0,05), que foi maior para 0 GM.

Tabela 1 - Idade, tempo de trabalho em turnos, variaveis antropométricas, duracao do sono e nivel

de atividade fisica dos trabalhadores em turnos (GM e GN) e diurnos (GD)

GD GM GN
(n=7) (n=6) (n=9)
Média EP Média EP  Média EP  p*
Idade (anos) 26,7 2,6 31,8 15 30,1 1,4 0,20
Tempo de trabalho em turnos (anos) 2,9 1,1 3,7 0,58 4,2 0,8 045
Estatura (metros) 1,7 0,02 1,7 0,03 1,8 0,02 0,54
Massa corporal (kg) 826 39 79,8 3,9 80,4 4,0 0,07
indice de Massa Corporal (kg/m2) 272 10 276 1,16 26,1 1,4 0,20
Massa gorda (%) 224 19 21,7 2,2 21,3 26 0,21
Circunferéncia da cintura (cm) 91,4 2,9 92,7 3,2 89,5 3,2 0,07
Duracéo total do sono (min) 341,8° 17,6 4132 164 350,9° 20,5 0,05
Nivel de atividade fisica 2,7 0,4 2,8 0,4 2,8 03 0,86

Nota: Valores expressos em média (xEP). Valores com diferentes

letras sobrescritas sdo

significativamente diferentes (a # b); p < 0,05. *Diferencas entre os turnos foram calculadas com o uso

da ANOVA e teste post-hoc de Tukey.

A tabela 2 apresenta as concentragcdes méedias em 24 horas de OB-Re e FLI médio para

0s trés grupos estudados. Ndo foram observadas diferencas significativas nesses parametros

guando os turnos de trabalho foram comparados (p>0,05).
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Tabela 2 - Média em 24 horas das concentragdes plasmaticas de OB-Re e do FLI dos trabalhadores
em turnos (GM e GN) e diurnos (GD)

GD GM GN
(n=7) (n=6) (n=9)

Meédia EP Media EP  Média EP p*

Receptor soltvel de leptina (OB-Re)

Valor médio em 24 horas, ng/mL 232 23 18,4 0,98 19,4 18 0,21
indice de leptina livre- FLI
Valor médio em 24 horas 0,16 0,09 0,25 0,07 024 0,06 0,64

Nota: Valores expressos em média (+EP). *Calculado com o uso da ANOVA.

A ANOVA Mixed-model (Tabela 3) indicou um efeito significativo do turno de
trabalho sobre as concentragdes de OB-Re

Tabela 3 - Testes tipo 111 dos efeitos fixos do receptor soltvel de leptina (OB-Re) e indice de
leptina livre (FLI)

Variavel Efeito GL Numerador  GL Denominador F p*

Ob-Re Tempo 5 33,32 0,66 0,65
Turno 2 105,87 8,45  <0,005

Turno X tempo 10 33,32 0,29 0,97

FLI Tempo 5 31,01 2,18 0,08

Turno 2 76,25 2,23 0,11

Turno X tempo 10 31,01 0,70 0,71

Nota: *p values calculado pela ANOVA Mixed-model. GL=Graus de liberdade.

A comparagdo post hoc com correcdo de Bonferroni (Tabela 4) foi realizada para o
fator turno e mostrou que os trabalhadores diurnos apresentavam niveis mais elevados de OB-
Re do que o GM (diferenca média + EP = 4,74 £ 1,26; GL = 105,87; p=0,001) e o0 GN
(diferenca média £ EP = 3,80 + 1,14; GL = 105,87; p=0,004). N&o foram observados efeitos
do tempo (p=0,65) ou da interacdo entre turno x tempo (p=0,97) nas concentracdes de OB-Re.

Né&o foi observado efeito significante do tempo (p=0,08), turno (p=0,11) e interacédo

turno x tempo (p=0,71) para os valores de FLI.
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Tabela 4 - Comparacéo post hoc para o fator turno do receptor soltvel de leptina (OB-Re)

(1) Turno  (J)Turno Diferenca EP GL p 95% Intervalo de
Média Confianca para a diferenca
(1-J)
Limite Limite
Inferior Superior
GD GM 4,774* 1,263 105,868 0,001 1,701 7,847
GN 3,800 1,144 105,868 0,004 1,016 6,583
GM GD -4,774* 1,263 105,868 0,001 -7,847 -1,701
GN -0,974 1,197 105,868 1,000 -3,885 1,937
GN GD -3,800* 1,144 105,868 0,004 -6,583 -1,016
GM 0,974 1,197 105,868 1,000 -1,937 3,885

Nota: *p calculado pela ANOVA Mixed-model

. Comparacdo post hoc para o fator turno: GD tiveram
maiores niveis de OB-Re do que o GM (diferenga média + EP [erro padrdo] = 4,74 + 1,26; GL (graus
de liberdade) = 105,87; p=0,001) e GN (diferenga média £ EP = 3,80 £ 1,14; GL = 105,87; p=0,004).

Os perfis diarios das concentracdes médias de OB-Re e dos valores de FLI nos seis
pontos analisados (8:00h, 12:00h, 16:00h, 20:00h, 24:00h e 4:00h) para trabalhadores em
turnos (GM e GN) e diurnos (GD) sdo apresentados na figura 7.
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Figura 7: Média (xEP) das concentracdes de OB-Re e do FLI nos seis pontos de avaliagdo em
trabalhadores em turnos (GN e GM) e diurnos (GD) e os respectivos horarios de sono para cada grupo.
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8. DISCUSSAO

Este estudo avaliou as concentracfes médias de OB-Re e FLI em trabalhadores em
turnos (GM e GN) e diurnos (GD). Ao realizar a ANOVA Mixed model foi encontrado um
efeito significativo do turno sobre as concentracfes de OB-Re, com 0 GD apresentando niveis
mais elevados do receptor em relagdo ao GM (p=0,001) e GN (p=0,004). Estes resultados
sugerem que a liberacdo de OB-Re pode ser influenciada pelo turno de trabalho. Dessa
maneira, torna-se importante elucidar se esses resultados podem contribuir para a alta
prevaléncia de distdrbios metabdlicos encontrados entre trabalhadores em turnos
(AXELSSON; PUTTONEN, 2012; GUO et al., 2015).

Neste estudo verificamos que as concentracbes médias em 24 horas de OB-Re e FLI
ndo diferiram significativamente entre os grupos (Tabela 2). Apesar disso, € importante se
atentar aos niveis médios de OB-Re e FLI, uma vez que evidéncias tém apontado que pode
haver aumento ou reducdo nos niveis de OB-Re e FLI de acordo com a situacdo metabdlica
do individuo. A obesidade, por exemplo, estd associada a uma reducao significativa dos niveis
de OB-Re e um aumento no FLI (VAN DIELEN et al., 2002). Em resumo, € possivel inferir
que niveis 6timos de OB-Re e FLI sdo importantes para a homeostase energética.

Este foi o primeiro estudo que encontrou um efeito significativo do turno de trabalho
sobre as concentracfes de OB-Re (Tabelas 3 e 4), mostrando um perfil de secrecdo distinto
(Figura 7) para trabalhadores em turnos (individuos usualmente dessincronizados) em
comparacdo com individuos que trabalham em horarios regulares (possuem um ritmo
biol6gico mais ajustado). Shea et al. (2005) enfatizam que fatores comportamentais externos —
tais como o ciclo sono/vigilia e a ingestdo alimentar - poderiam exercer um efeito importante
sobre as concentracdes de OB-Re ao longo do dia. Assim, o diferente padrdo de secrecdo de
OB-Re entre trabalhadores em turnos poderia ser resultado da influéncia de fatores
comportamentais, que sdo frequentemente alterados pelo trabalho em turnos, explicando
assim o efeito significativo do turno sobre a secrecdo de OB-Re. Esse perfil diferenciado de
secrecdo de OB-Re verificado entre trabalhadores em turnos poderia, por exemplo, ser
induzido por altera¢des no ciclo sono/vigilia e ingestdo alimentar, o que poderia influenciar o
apetite, a ingestdo alimentar e o balanco energético nessas populagdes, tendo implicacdes
importantes no aumento da obesidade, diabetes e doencgas cardiovasculares nesses
trabalhadores (LAJOIE et al., 2015; PAN et al., 2011, PEPLONSKA; BUKOWSKA,;
SOBALA, 2015).
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A manutencdo de um perfil de secrecdo de OB-Re é importante na modulagdo da agédo
da leptina, uma vez que a agdo da leptina sobre o sistema nervoso central é relevante para a
regulacdo fisiologica da ingestdo alimentar, balanco energético e funcdo neuroenddcrina
(WONG et al.,, 2004). O receptor OB-Re pode desempenhar um papel significativo na
determinacdo dos niveis de leptina total e leptina livre, bem como na atividade bioldgica da
leptina. Entdo, é possivel postular que alteracGes no perfil diario desse receptor poderiam
afetar as funcdes desempenhadas pela leptina em trabalhadores em turnos (SCHAAB et al.,
2012; TU et al., 2008).

Uma grande fracdo de leptina circula no plasma sob a forma de um complexo leptina-
OB-Re, que é formado por meio de ligagdes dissulfeto/sulfidrilo (HOUSEKNECHT et al.,
1996). A formacdo desse complexo permite aumentar a meia-vida da leptina e modular sua
acao nas células alvo (YANG et al., 2004). A leptina, por apresentar um peso molecular de
apenas 16 kDa, pode ser mais rapidamente eliminada ou metabolizada do que a leptina ligada
a uma proteina de ligacdo que resulta em um complexo de 300 kDa (CHAN et al., 2002).
Assim, verificamos que uma importante funcdo do OB-Re € atrasar o depuramento de leptina
da circulacéo e, consequentemente, aumentar a sua biodisponibilidade (HOUSEKNECHT et
al., 1996; HUANG; WANG; LI, 2001; SINHA et al., 1996).

Além disso, OB-Re pode competir diretamente com os receptores de membrana pelo
ligante (HUANG; WANG; LI, 2001). Quando a leptina esta ligada ao seu receptor sollvel, o
complexo OB-Re-leptina ndo é capaz de ativar o receptor OB-Rb (YANG et al., 2004). Ao
comparar a capacidade de uma quantidade fixa de leptina ativar OB-Rb, verifica-se que a
transducdo do sinal de OB-Rb estimulada por leptina é reduzida na presenca do receptor
soltvel. Isso sugere que OB-Re “sequestra” a leptina, evitando assim a liga¢do ao seu receptor
de sinalizagdo OB-Rb e, com isso, tal hormoénio fica temporariamente “inativo” (GE et al.,
2002; YANG et al., 2004). Essa regulacdo dos niveis de leptina livre é importante na
modulacéo da acdo da leptina nas células alvo.

A leptina, hormdnio polipeptideo secretado pelos adipocitos em propor¢do ao seu teor
de triglicerideos, informa mudancgas nas reservas de gordura corporal para que ocorra as
devidas respostas adaptativas no controle central do balanco energético (PARK; AHIMA,
2015; SCHWARTZ et al., 2000). Ao ligar-se e ativar a forma longa do seu receptor (OB-Rb)
no cérebro, a leptina reduz a ingestéo alimentar enquanto aumenta o gasto energético (WADA
et al., 2014). Portanto, é necessaria a acdo da leptina para que as reservas de energia sejam
detectadas pelo SNC, fato essencial para homeostase energética, reproducéo, etc. (MYERS et

al., 2010). Alteracbes nos niveis diarios de leptina circulante desempenham um papel
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importante na patogénese da obesidade e sindrome metabdlica (CHAPUT et al., 2007;
ROSENBAUM et al., 2002; SPIEGEL et al., 2004) e pode contribuir para consequéncias
cardiovasculares adversas (MARTINS et al., 2012).

Trabalhadores diurnos sdo individuos que trabalnam em horéario comercial e,
teoricamente, sdo “menos” dessincronizados quando comparados as pessoas submetidas a
escala de turnos (LAJOIE et al., 2015; RAMIN et al., 2015). A populagéo de trabalhadores
em turnos frequentemente apresenta alteracdes no ciclo sono/vigilia e no comportamento
alimentar (BUXTON et al., 2012; CHAPUT et al., 2007; SPIEGEL et al., 2004), que podem
culminar na dessincronizagao entre os sinais ambientais e o ritmo circadiano endogeno. Sabe-
se que 0s processos bioldgicos mantém um ritmo diério que é mediado por um sincronismo
entre sinais ambientais e o relogio circadiano interno, que contribui para manutencdo da
homeostase metabodlica (BASS; TAKAHASHI, 2010; KUMAR JHA; CHALLET,;
KALSBEEK, 2015). Portanto, podemos inferir que o diferente perfil de secrecdo de OB-Re
verificado nos grupos de trabalhadores em turnos (GM e GN) pode ser reflexo desse estilo de
vida dessincronizado. Em situacdes em que o comportamento e o sistema circadiano ficam
desalinhados, mudancas na biodisponibilidade da leptina podem ocorrer, criando um ambiente
favorével para o desenvolvimento de disturbios metabolicos (SHEA et al., 2005).

Até 0 ano de 2002 pouco se sabia sobre o perfil diario de secrecdo de OB-Re, uma vez
que os estudos ndo avaliavam diretamente esse receptor. Foi nesse ano que Chan et al. (2002)
avaliaram as concentracdes de OB-Re a cada 15 minutos, durante 24 horas, em seis jovens
magros (idade média 20,3 = 0,6 anos e IMC 22,8 + 0,9 kg/m?) do sexo masculino, saudaveis,
sem transtornos no ciclo sono-vigilia e verificaram um ritmo circadiano para OB-Re,
indicando que existia uma variacdo diurna nos niveis de OB-Re. Em concordancia com 0s
resultados de Chan et al. (2002), os resultados de Wardlaw et al. (2014) também verificaram
uma variacdo nos niveis de OB-Re ao longo de 24 horas (p=0,003) ao analisar um grupo de
oito individuos saudaveis (5 homens e 3 mulheres), com idade média de 34,5 anos e IMC
médio de 27,8 Kg/m2. Os nossos resultados diferem desses dos dois estudos citados, uma vez
gue ndo observamos um efeito do fator tempo sobre os niveis de OB-Re em trabalhadores em
turnos e diurnos.

Em oposicéo aos resultados de Chan et al. (2002) e Wardlaw et al. (2014) e de acordo
com nossos achados, Shea et al. (2005) nao verificaram um ritmo circadiano significativo
sobre as concentragdes de OB-Re. O objetivo do estudo de Shea et al. (2005) foi avaliar a
contribuicdo dos fatores circadianos enddgenos e dos fatores comportamentais nas

concentracdes circulantes de adipocinas em seis individuos do sexo masculino, saudaveis
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(idade media: 30,7 anos; IMC médio: 25,2 kg/m?) que foram mantidos em laboratério e
submetidos a um protocolo de dessincronizagédo/ressincronizagdo circadiana. Diante das
divergéncias encontradas na literatura acerca do padrdo diario de secrecdo de OB-Re e dos
seus possiveis fatores influenciadores é fundamental a realizacdo de mais estudos com essa
tematica.

Sabe que as alteragdes no horéario de sono/vigilia podem levar a um aumento no FLI,
forma fisiologicamente ativa da leptina, o que pode influenciar a ingestdo alimentar e balanco
energético ocasionando aumento da obesidade e doencas cardiovasculares na populacdo de
trabalhadores em turnos. Mudancas no ritmo sono-vigilia que ocorrem em trabalhadores em
turnos poderiam induzir um maior nivel de leptina livre, influenciando a ingestdo alimentar e
o0 balango energético (SHEA et al., 2005). No entanto, no presente estudo ndo foram
encontrados efeitos do tempo, do turno e interacdo tempo X turno sobre as medidas do FLI
entre os grupos estudados. A auséncia de resultados significantes na anélise do FLI nos trés
grupos do presente estudo pode ter ocorrido devido ao baixo tamanho amostral e porque
analisamos apenas individuos saudaveis e nao obesos.

Individuos obesos apresentam elevados valores de FLI, resultantes da alta liberacéo de
leptina pelos adipdcitos, uma vez que os niveis de leptina total sdo proporcionais a massa
gorda e também devido a resisténcia a leptina (MYERS et al., 2010). Além do aumento de
leptina total, em obesos acontece também reducdo nos niveis de OB-Re como parte de um
mecanismo que visa reduzir o aumento da leptina total (VAN DIELEN et al., 2002), na
tentativa de normalizar a homeostase energética. Van Dielen et al. (2002) analisaram a razdo
molar de leptina e OB-Re no plasma de individuos magros e obesos. Os autores verificaram
que a proporcdo molar de leptina livre e Ob-Re foi de 1:1 em pessoas magras. Por outro lado,
nos individuos com obesidade morbida foi verificado uma proporcéo de 25:1, confirmando
assim o elevado FLI em individuos obesos.

No presente estudo verificamos um diferente padrdo de secrecdo de OB-Re nos
trabalhadores em turnos, porém isso ndo se refletiu, como seria esperado, em um diferente
perfil de FLI nesses trabalhadores, ja que o0 OB-Re é um dos determinantes do FLI. Porém, a
possivel influéncia do turno de trabalho sobre a secrecdo de OB-Re pode ser um sinal de que
alteracdes no sistema leptina ja poderiam ter sido iniciadas nesses trabalhadores, o que
poderia predispor esses individuos a alteracdes metabolicas. De qualquer maneira, essa
possibilidade deve ser confirmada por estudos futuros.

O nosso estudo avaliou, pela primeira vez, as variagdes nas concentracdes médias de

OB-Re e FLI em trabalhadores em turnos e diurnos. Os resultados obtidos apresentam
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evidéncias consistentes de que existem diferengas determinadas pelo turno de trabalho sobre
os perfis diarios de OB-Re, a isoforma do receptor de leptina capaz de regular a
biodisponibilidade desse importante hormdnio que regula a ingestdo alimentar, entre
individuos que trabalham em turnos e diurnos.

Portanto, os resultados do presente estudo sugerem que a acdo da leptina pode ser
influenciada pelo turno de trabalho. Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar se estes
resultados podem contribuir para a elevada prevaléncia de disturbios metabdlicos comumente
verificados nesses trabalhadores (AXELSSON; PUTTONEN, 2012; GUO et al., 2015;
PEPLONSKA; BUKOWSKA; SOBALA, 2015).
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9. CONCLUSOES

Os resultados desse estudo nos permite concluir que:

e A concentracdo média em 24 horas de OB-Re e FLI foi semelhante entre os trés turnos de
trabalho.

e Foi encontrado um efeito do turno sobre as concentragdes de OB-Re ao longo das 24h,
com maiores valores no grupo GD em relacdo ao GM e GN.

e Nao foram encontrados efeitos do tempo ou da interagdo tempo X turno sobre as
concentracdes de OB-Re.

e Nao foram encontrados efeitos do tempo, turno ou interacdo tempo X turno nas medidas do
FLI.

Esses resultados sdo fundamentais para compreender melhor a acdo da leptina em
trabalhadores em turnos. O diferente perfil de secrecdo de OB-Re verificado nos grupos de
trabalhadores em turnos (GM e GN) pode ser reflexo do estilo de vida dessincronizado. Neste
cenario, nés sugerimos que mudangas na biodisponibilidade da leptina podem ocorrer
interferindo na homeostase metabdlica. Portanto, € importante se atentar ao sistema leptina
em trabalhadores em turnos.

E importante se concentrar em melhorar a duracdo do sono e estratégias de
realinhamento do ritmo circadiano com a intencdo de minimizar a dessincronizagdo dos
osciladores circadianos a nivel central e periférico. Além disso, encontrar melhores praticas
alimentares, de estilo de vida e rotina para atenuar as respostas fisioldgicas indesejaveis.

Pesquisas futuras poderiam ser direcionadas também no sentido de encontrar um
modelo mais eficiente de trabalho em turnos que minimizasse seus efeitos na salde dos
trabalhadores.

Mais estudos, empregando amostras maiores, individuos com uma faixa etaria mais
ampla e de ambos 0s sexos, e separar efeitos devido a alteracBes nos padrbes de sono e

ingestdo alimentar, sdo necessarios.
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10. LIMITACOES DO ESTUDO

Este estudo apresentou algumas limitaces:

e Foram incluidos apenas homens, jovens e saudaveis por um periodo unico de 24
horas.

e Trata-se de um estudo transversal, que ndo permite estabelecer relacdo de
causa/efeito entre trabalho em turno e alteragdo no perfil diario de Ob-Re.

e As coletas de sangue para dosagens de leptina e OB-Re foram realizadas de 6/6
horas durante 24 horas. Intervalos menores entre as coletas permitiria conhecer

melhor os periodos de pico e nadir de OB-Re ao longo de 24 horas.
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ANEXO 1 - Carta de aprovacédo do Comité de Etica e Pesquisa

Universidade Federal de S&o Paulo Comié de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Hospital Sdo Paulo

Sao Paulo, 27 de abril de 2007.
CEP 0591/07

limo(a). Sr(a). i

Pesquisador(a) MARCO TULIO DE MELLO

Co-Investigadores: Cibele Aparecida Crispim, Heloisa Guarita padilha e Iona Zalcman

Disciplina/Departamento: Psicobiologia/Medicina e Biologia do Sono da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital
Sao Paulo

Patrocinador: AFIP.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Controle da ingestao alimentar e metabolismo glicidico de trabalhadores
por turno”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: ESTUDQ CLINICO OBSERVACIONAL - TRANSVERSAL -.

HISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Risco minimo, desconforto leve - coleta de sangue.

OBJETIVOS: Avaliar o controle de ingestao alimentar e o comportamento do metabolismo glicidico em trabalhadores
por turno.

RESUMO: Serao selecionados 40trabalhadores por turno da industria de aco Brasmetal, localizada na cidade de
Diadema, sendo: 20 trabalhadores diurnos e 20 trabalhadores noturnos. A empresa concedeu caria de aurorizagao
para a realizacao do estudo. As avaliagoes nos voluntarios serao divididas em : biogu™’imica, ingestao alimentar ,
avaliagdo antropométrica e sono. Toas essas etapas serdo realizadas em um periodo de 24 horas, tendo inicio na
empresa durante o periodo de trabalho. Apos o turno do trabalho, os individuos serao conduzidos, através de carro
pravidenciado pela equipe de pesquisa, para o Instituio do Sono da AFIP para que as demais avaliagdes sejam
procedidas. No instituto do Sono, 0s voluntarios serac manidos em leitos privativos, de forma que poderao
descansar, dormir, realizar as refeicées, usar o telefone, computador ler ou jogar video game. Apenas nao serao
permitidas atividades fisicas vigorosas. Apos completarem o periodo de 24 h de estudo e que todas as avaliagcoes
forem executadas, os individuos serdo conduzidos pelo pesquisador ao local que desejarem. Para a avaliagao
bioquimica, serao coletadas 6 amostras de sangue, a cada 4 horas. Um maximo de 210 m| de sangue sera coletado
de cada voluntario durante as 24 horas. Com relagdo a ingesta alimentar, os voluntarios deverao realizar um registro
de 3 dias ndo consecutivos, incluindo dois dias da semana e um dia de final de semana. Havera um nutricionista
responsdvel para orientar esse procedimento. Para a avaliacao antropométrica, no dia da coleta de sangue. os
individuos terdo a massa corporal aterida por meio de uma balanga e a estatura serd mensurada através de escala
métrica vertical com precisao de 1mm. Para a avaliagao da qualidade de sono, os voluntarios preencherac o
questionario Indice de Qualidade do Sono de Pittsburg , utilizado para quantificar a qualidade do seu sono..

Rua Botucatu, 572 - 12 andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5533.7162

67



Universideds Fedsial de S8 Fauko Comité de Etica sm Pesquisa
Eccola Paulicta dge Medicina Hoanttal S50 Pavlo

FUNDAMENTOS E RACIONAL: estudo bem fundamentado, uma vez que trabalhadores por turno sao individuos
conhecidamente mais predispostos a obesidade, descontrie da ingestao alimentar, resisténcia a insulina e diabetes..
MATERIAL E METODO: estao apresentados os procedimentos que serao utilizados no projeto.

TCLE: TCLE adequado. de acordo com as normas do Res. 196/96.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Projeto financiado por AFIP.

CRONOGRAMA: 12 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AQ CEP PREVISTOS PARA: 26/4/2008 e 26/4/2009.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo ANALISOU e APROVOU
0 projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragao do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusao de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apés
analise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local sequro por 5 anos para
possivel auditoria dos drgaos competentes.

Atenciosamente,

e

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sao Paulo
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ANEXO 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Controle da ingestao alimentar e metabolismo glicidico de trabalhadores por turno”

As seguintes informacfes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntéria
neste estudo, que visa averiguar o “Controle da ingestdo alimentar e metabolismo glicidico de
trabalhadores por turno”. Este estudo pelo Centro de Estudos em Psicobiologia e Exercicio da
Universidade Federal de S&o Paulo/ Escola Paulista de Medicina, durante um dia (24 horas),
na Empresa Brasmetal, no e Instituto do Sono da Associagdo Fundo de Incentivo a
Psicofarmacologia (AFIP).

Para atingir nosso objetivo, os procedimentos utilizados neste estudo serdo compostos
de avaliacOes da dieta alimentar, avaliacao laboratorial, avaliacdo antropométrica e avaliacao
do sono. As avaliacBes serdo realizadas em um periodo de 24 horas, tendo inicio na empresa
durante o periodo de trabalho (6:00 as 14:00h para trabalhadores diurnos e das 22:00h as
6:00h para trabalhadores noturnos). Apds o periodo de trabalho, vocé sera conduzido, através
de um carro providenciado pela equipe de pesquisa, para o Instituto do Sono da Universidade
Federal de S&o Paulo/ Escola Paulista de Medicina, para que as demais avaliagfes sejam
procedidas. No Instituto do Sono, vocé sera mantido em um leito privativo, de forma que
possa descansar, dormir, realizar as refeicdes com os alimentos habitualmente consumidos,
usar o telefone, o computador, ler ou jogar video-game. Atividades fisicas vigorosas ndo serdo
permitidas. Apos completar o periodo de 24 horas de estudo e que todas as avaliacGes forem
executadas, vocé sera conduzido pelo pesquisador ao local que desejar (residéncia, caso esteja
de folga, ou para a empresa, caso tenha que trabalhar).

A avaliagdo da dieta alimentar sera realizada a partir de registros alimentares
preenchidos por vocé. Nestes registros, vocé escrevera todos os alimentos consumidos e suas
respectivas quantidades durante trés dias ndo consecutivos, incluindo um dia do final de
semana.

A avaliacdo laboratorial serd composta pelas coletas de seis amostras de sangue no
periodo das 24 horas do estudo, sendo duas coletas realizadas na enfermaria da empresa
durante o trabalho e as outras quatro no laboratorio do Instituto do Sono. A coleta de sangue
para analise laboratorial sera realizada por um enfermeiro devidamente treinado, onde seréo
retirados 35 ml de sangue em cada andlise, totalizando 210ml no periodo de 24 horas. A

avaliacdo antropométrica serd realizada pela medida do peso corporal e altura dos voluntérios.
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A avaliacdo do sono serd realizada por meio do preenchimento de um questionario
durante a permanéncia dos voluntérios no Instituto do Sono, o qual levanta informag6es sobre
0 padrdo e queixas relativas ao sono.

Este estudo ndo oferece risco e ndo ha beneficio direto para o participante, pois se trata
de um estudo experimental, testando a hipétese de que diferentes turnos de trabalho possam
interferir nos aspectos avaliados.

E importante ressaltar que em qualquer etapa do estudo, haverd acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas. Os
principais investigadores sdo o Professor Marco Tulio de Mello e a Nutricionista Cibele
Crispim, que podem ser encontrados no enderego: R. Marselhesa, 535, Vila Clementino, ou
no telefone 11-5572-0177. Caso haja alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) - Rua Botucatu, 572 cj
14 - 1° andar - 5571-1062 — Fone/fax: 5539-7162.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na instituicao.
As informacGes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, nao sendo
divulgado a identificacdo de nenhum paciente.

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua participacao.
Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento
médico na Instituicdo, bem como as indenizagdes legalmente estabelecidas.

O nosso compromisso € de utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Controle da ingestao alimentar e
metabolismo glicidico de trabalhadores por turno”. Eu discuti com o Professor Marco
Tualio de Mello e com a Nutricionista Cibele Crispim sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao 0s propoésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o0 meu consentimento a qualquer
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momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente / Representante legal
RG: Data: [/ [ .

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data: [/ [/ .
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ANEXO 3 - Nivel de Atividade Fisica Habitual

NOME: IDADE
SEXO:M( )F() PESO__kg ALTURA _cm__ DATA. [ |
OCUPACAO

P1) Qual a sua principal ocupacao (descrever)

1- Trabalho em escritorio, vendas, maioria do tempo sentado, sem grande esforco fisico.
2- Trabalho fabril, encanador, carpinteiro, serralheiro, mecanico, trabalho com esforgo
fisico moderado.
3- Trabalho em construcdo civil, pedreiro, marceneiro, carregador, com grande esfor¢o
fisico.
P2) No trabalho, o Sr.(a) senta-se:
1 ( ) Nunca
2 () Raramente
3 ( ) Algumas vezes
4 () Frequentemente
5( ) Sempre
P3) No trabalho, o Sr.(a) fica em pé:
1 ( ) Nunca
2 () Raramente
3 () Algumas vezes
4 () Frequentemente
5( ) Sempre
P4) No trabalho, o Sr.(a) anda:
1 ( ) Nunca
2 () Raramente
3 ( ) Algumas vezes
4 () Frequentemente
5( ) Sempre
P5) No trabalho, o Sr.(a) carrega objetos pesados:
1 ( ) Nunca
2 () Raramente

3 ( ) Algumas vezes
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4 () Frequentemente
5 (') Muito freqiientemente
P6) Depois do trabalho, o Sr.(a) sente-se fisicamente cansado:
1 ( ) Nunca
2 () Raramente
3 ( ) Algumas vezes
4 () Frequentemente
5 () Muito freqlientemente
P7) No trabalho, o Sr.(a) sua:
1 ( ) Nunca
2 () Raramente
3 ( ) Algumas vezes
4 () Frequentemente
5 () Muito freqlientemente
P8) Em comparacdo com outras pessoas do seu convivio e com a mesma idade, o Sr.(a)
acha que seu trabalho é fisicamente:
1 () Muito mais leve
2 () Mais leve
3 ( ) Da mesma intensidade
4 () Mais intenso
5 ( ) Muito mais intenso
INDICE OCUPACIONAL: [ P1 + (6-P2) + P3+P4+P5+P6+P7+P8] / 8

ESPORTES

P9) O Sr.(a) pratica algum esporte: Sim () Nao ( )
P9a) Em caso de sim:

INTENSIDADE

Qual esporte vocé pratica mais freqiientemente ?

0,76 () bilhar, boliche, vela, outro esporte sem deslocamento ativo.

1,26 () ciclismo, danga, natag&o, ténis, vblei, caminhada

1,76 () basquete, boxe, futebol, canoagem, ginastica, corrida, musculagéo
TEMPO
Quantas horas por semana ?

05()<1



1,5()1-2
25()2-3
35()34
45()>4
PROPORCAO
Quantos meses por ano ?
0,04 ()<1
0,17 () 1-3
0,42 () 4-6
0,67 () 7-9
0,92 ()>9
P9a: INTENSIDADE X TEMPO X PROPORCAO ( )
INTENSIDADE
P9b) O Sr.(a) pratica algum segundo esporte:

0,76 () bilhar, boliche, vela, outro esporte sem deslocamento ativo
1,26 () ciclismo, dancga, natacdo, ténis, vélei, caminhada
1,76 () basquete, boxe, futebol, canoagem, ginastica, corrida, musculacao
TEMPO
Quantas horas por semana ?
05()<1
15()1-2
2,5()2-3
35()34
45()>4
PROPORCAO
Quantos meses por ano ?
0,04 ()<1
0,17 () 1-3
0,42 () 4-6
0,67 ()79
092()>9
P9b: INTENSIDADE X TEMPO x PROPORQAO ( )
P9 =P9a + P9b ( )
1()0
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2()001a<4
3()4a<8
4()8a<12
5()>ou=12
P10) Em comparac¢do com outras pessoas de seu convivio e da mesma idade, o Sr.(a)
acha que a atividade de seu lazer é:
1 () Muito menor
2 () Menor
3 () Da mesma intensidade
4 () Maior
5 () Muito maior
P11) Durante seu lazer o Sr.(a) sua:
1 () Nunca
2 () Raramente
3 () Algumas vezes
4 () Freglientemente
5 () Muito frequentemente
P12) durante seu lazer, o Sr.(a) pratica esportes:
1 () Nunca
2 () Raramente
3 () Algumas vezes
4 () Freguientemente
INDICE DE ATIVIDADE ESPORTIVA: [ P9 + P10 + P11 + P12]/ 4

LAZER

P13) Durante seu lazer, o Sr.(a) assiste TV:
1 ( ) Nunca
2 ( ) Raramente
3 ( ) Algumas vezes
4 () Frequentemente
5 () Muito freqlientemente

P14) Durante seu lazer, o Sr.(a) anda a pé:
1 ( ) Nunca

2 () Raramente
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3 ( ) Algumas vezes
4 () Frequentemente
5 () Muito freqlientemente
P15) Durante seu lazer, Sr.(a) anda de bicicleta:
1 ( ) Nunca
2 () Raramente
3 ( ) Algumas vezes
4 () Frequentemente
5 () Muito freqlientemente
P16) Quanto minutos habitualmente o Sr.(a) anda a pé ou de bicicleta por dia, indo e

voltando do trabalho, escola ou compras:

1()<5

2()5-15

3()15-30

4 () 30-45

5()>45
INDICE DE ATIVIDADE DO LAZER: [ (6-P13) + P14 + P15+ P16]/4(____ )
SUMARIO
INDICE VALOR
OCUPACIONAL e, ()
ATIVIDADE ESPORTIVA oo ()
ATIVIDADE NO LAZER oo ()

TOTAL ABSOLUTO (a+b+c) ()
TOTALMEDIO (a+b+c/3) ()
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ANEXO 4 - Diario do sono de sete dias

Nome: Identificacéo:
Sexo: ( ) masculino ( ) feminino Peso: Kg Idade: anos
Altura: cm Data: / / Dia da semana:

1- A que horas foi dormir ontem?

R: : horas

2- A que horas vocé acha que pegou no sono?

R: : horas

3- Vocé se lembra de ter acordado e dormido de novo?

N&o ( ) Sim () Quantas vezes: R: vezes Nao me lembro ( )

4- Como foi a qualidade do sono ontem? Faga um traco na régua abaixo:

MUIEO RUIM === oo e o Boa

5- Comparando com o seu sono habitual, como foi 0 sono de ontem?
Melhor () Igual () Pior ()

6- A que horas vocé acordou hoje?

R: : horas

7- Como vocé acordou hoje?

Alguém me chamou ( ) Espontaneamente (sozinho) ( ) Com despertador ()

8- Como vocé se sentiu ao acordar? Faca um traco na régua abaixo:

Muito mal--------=-=-m e e Muito Bem

9- Vocé dormiu a sesta ou cochilou durante o dia de ontem?
N&o ( ) Sim () Quantas vezes? R: vezes. De que horas a que horas?

Das as




