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APRESENTAGAO

Para atender as demandas da sociedade contemporanea, empregos em
regime de turnos tem se tornado cada vez mais comuns, a fim de prolongar o
periodo laboral para 24 horas ininterruptas. Essa modalidade de trabalho € baseada
na sucesséo de trabalhadores e pode ser organizada de diferentes maneiras,
criando turnos em horarios ndo convencionais e fora do comercial, como o turno
noturno. No Brasil, atualmente cerca de 14% da for¢a de trabalho advém de
empregos em turnos irregulares, que acontecem em diversas industrias de
servicos, e, portanto, nao se restringe mais aos trabalhadores da area da saude.
Essa crescente demanda por funcionarios disponiveis 24 horas por dia causa
alteragdes no ciclo social e biolégico dos trabalhadores, podendo acarretar uma
ruptura circadiana, e isso é refletido na qualidade de vida dos mesmos, que s&o
associados a uma série de problemas fisicos e psicoldgicos, como obesidade,
problemas cardiovasculares, disturbios do sono, fadiga, depressdo, ansiedade,
dentre varios outros. Portanto, trabalhos em turnos frequentemente dificultam a
manutencao da regularidade de ciclos temporais, essenciais para o funcionamento
adequado do organismo. E importante ressaltar ainda, que devido & variabilidade
cronobiologica, cada individuo é impactado de maneira diferente, 0 que ressalta a
necessidade de compreender os impactos trazidos pelo regime de turnos e
desenvolver estratégias para monitorar a saude dos trabalhadores submetidos a
este regime. Neste cenario, a espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR),
gue € uma metodologia baseada na interac&o entre a radia¢do infravermelha e um
material, solido ou liquido, sem a necessidade de reagentes quimicos, e que
fornece informagdes precisas referente a composi¢cdo molecular da amostra, além
de ser uma metodologia relativamente barata e rapida, destaca-se pela sua alta
sensibilidade e especificidade, que permite detectar alteragdes a nivel molecular,
possibilitando muitas vezes diagndsticos precoces. Desta forma, o espectro
infravermelho de trabalhadores em turnos, fornecido pelo FTIR, pode contribuir
para o entendimento da influéncia dos turnos sob diferentes individuos, além de
trazer indicios de futuros problemas metabdlicos, colocando o FTIR como uma

potencial ferramenta para acompanhamento destes trabalhadores.
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Resumo

A demanda por trabalhadores disponiveis 24 horas por dia pode causar alteragdes
no padrédo de sono e dessincronia circadiana, o que tem sido relacionado ao
desenvolvimento de varias doengas metabdlicas. Neste cenario, a espectroscopia
ATR-FTIR pode ser uma potencial ferramenta para detectar evidencias iniciais,
como altera¢des moleculares a nivel espectral, de futuros desfechos metabdlicos.
O objetivo deste estudo foi investigar o espectro infravermelho do soro de
trabalhadores em turnos, com o intuito de identificar numeros de onda capazes de
diferenciar trabalhadores diurnos de noturnos, e verificar as associagdes entre
estas regibes espectrais e o cronotipo e duragdo de sono dos trabalhadores. O
presente estudo foi realizado com 38 trabalhadores do sexo masculino, dos quais
19 trabalhavam em turno diurno e 19 em turno noturno. Os numeros de onda 1522
cm™, 1636 cm™, relacionados a proteinas, e as bandas 2871 cm-", 2927 cm™", 2955
cm™, associadas a lipidios, diferiram significativamente trabalhadores diurnos de
noturnos e apresentaram sempre mais absorbancia no soro dos trabalhadores
noturnos. O GLZM foi utilizado para identificar interacdes entre estes numeros de
onda, cronotipo e duragdo do sono, e demonstrou que trabalhadores diurnos com
tendéncia a vespertinidade foram associados a um aumento de absorbancia nas
regides de lipideos, enquanto nenhuma interagdo com duragcdo do sono foi
observada. Portanto, nossos resultados demostram que o turno noturno e o
cronotipo podem estar relacionados a valores de absorbancia mais elevados nas
regides de lipidios e proteinas. Nos concluimos que o ATR-FTIR pode ser util para
monitorar a saude de trabalhadores em turnos.

Palavras chave: Trabalho em turno; Cronotipo; Sono; ATR-FTIR.

Abstract

The demand for employees available 24/7 can cause circadian misalignment and
sleep deprivation, which has been linked to the development of metabolic diseases.
In this scenario, ATR-FTIR spectroscopy might be a potential tool for detecting initial
evidence, such as molecular spectrum alterations, of future metabolic outcomes.
The aim of this study was to investigate the ATR-FTIR infrared spectrum of shift
workers’ serum in order to identify wavenumbers capable of differentiating day and
night workers, and verify the associations between these regions and workers’
chronotype and sleep duration. This study was performed with 38 male workers of
which 19 worked the night shift and 19 worked the day shift. The wavenumbers 1522
cm™, 1636 cm™, related to proteins, and the bands 2871 cm™, 2927 cm™, 2955 cm-~
1, associated to lipids, significantly differed day from night workers and showed
higher absorption in night workers’ serum. The Generalized Linear Model (GLzM)
was used to identify interactions between theses wavenumbers, chronotype and
sleep duration, showing that day workers with evening tendency were associated to
an increase Iin the bands related to lipids, while no interaction with workers’s sleep
duration was found. Therefore, our result demonstrates that night shift and
chronotype might be related to higher absorbance in spectral regions related to
lipids and proteins. We concluded that the ATR-FTIR seems to be useful monitoring
shift workers’ health.

Key words: Shift work; Chronotype; Sleep; ATR-FTIR.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SiMBOLOS
Capitulo |

ATR: Refletancia total atenuada

FIR: Infravermelho distante (em relagdo ao espectro visivel)

FTIR: Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
IV: Infravermelho

MIR: Infravermelho médio (em relagdo ao espectro visivel)

NIR: Infravermelho proximo (em relagc&o ao espectro visivel)

NSQ: Nucleo supraquiasmatico

Capitulo Il

ATR: Attenuated Total Reflectance
BMI: Body Mass Index

FTIR: Fourier transform infrared
GLzM: Generalized Linear Model

IR: Infrared

MSFsc: Mid-sleep on free days, corrected for sleep debt

MSFscE: Mid-sleep on free days, following an evening shift, corrected for sleep
debt

v: Stretching

as: Asymmetric
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1 Trabalhos em turnos

Trabalhos em turnos podem ser definidos como uma organizagao temporal do
trabalho, em que diferentes individuos trabalham em sucesséo (STEVENS et al.,
2011). Essa modalidade de trabalho existe desde os primérdios da sociedade,
tendo ganhado mais for¢a por volta da ldade Média e apds a revolucdo industrial,
e devido aos recentes avangos tecnologicos e econdmicos esta se tornando cada
vez mais comum (SIMOES, MARQUES, ROCHA, 2010; MORENO: FISCHER;
ROTENBERG, 2003). Em linhas gerais, as categorias que desempenham as suas
funcdes em regime de turnos ha mais tempo séo formadas por profissionais como
médicos e enfermeiros (MENDES; MARTINO, 2012).

Empregos em turnos irregulares somam aproximadamente 20% do total de
empregos ativos nos Estados Unidos e cerca de 7,8% no Brasil (STEVENS et al.,
2011; BRASIL, 2016; IARC, 2020). A tendéncia € que ocorra um constante aumento
no numero de empregos em periodos irregulares nos paises industrializados, uma
vez que em muitos casos, esse fato permite o prolongamento do periodo laboral, o
que acarreta consequentemente um aumento consideravel dos ganhos
econdmicos em diversos setores (MORENO; FISCHER; ROTENBERG, et al,
2003). Desta forma, trabalhos em turnos n&o estdo mais restritos apenas aos
servicos de saude e atualmente estdo presentes em varias industrias de servigos
(BORGES; MACEDO; MESQUITA, 2019; ATKINSON et al.,, 2008, MORENO;
FISCHER; ROTENBERG, 2003).

Sabe-se que o fornecimento de assisténcia médica nos periodos noturnos, fins
de semana e feriados € indispensavel. Porém, devido a intensa industrializagdo, o
mesmo se aplica para qualquer industria de produ¢ao cujo processo produtivo deva
ser ininterrupto, por motivos tecnoldgicos, econdmicos ou de mercado. Nesse
cenario, o regime de turnos pode atingir uma gama de trabalhadores diferentes,
desde profissionais da saude, operadores de maquinas, vigilantes, caminhoneiros
e varias outras profissdes (SANTOS; INOCENTE, 2006; RUTENFRANZ et al,,
1989).

Essa demanda por funcionarios disponiveis 24 horas por dia causa altera¢des
no ciclo social e biolégico dos trabalhadores e € refletido na qualidade de vida dos
mesmaos, uma vez que, em alguns casos, dificultam a manutencéo da regularidade

de ciclos temporais, essenciais para o funcionamento adequado do organismo
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(VETTER et al., 2016; POTTER et al., 2016). Muitas vezes, os trabalhadores em
turnos s&o forgados a alterar seus horarios de lazer, de sono, de alimentagéo e
varios outros, o que pode contribuir para, ou acelerar o surgimento e progressao de
desordens fisicas ou bioquimicas, cansaco e até mesmo envelhecimento (SIMOES;
MARQUES; ROCHA, 2003). A literatura mostra que trabalhadores submetidos a
sistemas de turnos sdo constantemente associados a varios problemas de saude
fisica e psicoldégica, como obesidade (ATKINSON et al, 2008), problemas
cardiovasculares (TORQUATI et al., 2018), disturbios do sono, fadiga, depresséo,
ansiedade (ANGERER et al., 2017), dentre varios outros, ressaltando a relevancia
da manutencao dos ritmos temporais naturais do organismo, tanto para o bem-estar
do individuo, como para um melhor desempenho no ambiente de trabalho (COSTA,
1996).

1.1 Organizag¢do do regime de turnos

Este regime de trabalho €, em geral, organizado em dois ou mais turnos, que
diferem entre si pelos horarios de inicio e termino (SALLINEN; KECKLUND, 2010;
COSTA 1997). A duragéo do periodo laboral € um parametro que pode influenciar
diretamente a organizag¢ao dos turnos de trabalho, uma vez que pode variar entre
6, 8, 9 e até mesmo 12 horas (DONALDSON et al., 2021). Neste contexto, os turnos
sao definidos, com mais frequéncia, em matutinos, vespertinos € noturnos, porém,
existem variagbes com apenas dois e até quatro turnos em um periodo de 24 horas
(DONALDSON et al., 2021; KNAUT, 1996).

Os turnos podem acontecer em diferentes configuragdes. Segundo Knaut
(1996) e Scott e Ladou (1994), esse regime de trabalho pode ser classificado em
fixo, quando os individuos trabalham sempre no mesmo horario (sempre pela
manhé&, por exemplo), ou rotativo, caracterizado pela alteracdo dos horarios de
trabalho, ou seja, os trabalhadores devem cumprir diferentes turnos, seguindo uma
agenda predeterminada. Existem ainda algumas configuracdes menos frequentes,
como turnos interrompidos, alternativos e substitutivos (SCOTT; LADOU, 1994).

Devido a essa irregularidade e inconstancia dos horarios de trabalhadores
submetidos a regimes de turnos, o organismo é constantemente exposto a
diferentes estimulos em momentos n&o convencionais. Tal situagdo gera um

desequilibrio biologico-temporal que obriga 0s organismos a constantes esforcos
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de adaptacao, responsaveis por alteracdes fisiologicas e psicologicas que podem
ser explicadas pela cronobiologia (McDONALD et al., 2013; SIMOES; MARQUES,
ROCHA, 2010).

2 Cronobiologia

A cronobiologia é o0 ramo da biologia que estuda os ritmos temporais
respeitados pelos organismos vivos e a relagdo destes com o meio (ALMONDES,
2006; ARAUJO; MARQUES, 2002). A oscilacédo entre dia e noite e mudancgas de
estacbes funcionam como ciclos e impactam diretamente a vida na Terra, que tende
a oscilar em func¢do do tempo, dando origem aos ritmos bioldgicos, como o ciclo
circadiano (RIETVELD, 1990). Durante muitos anos, essa ciéncia, que busca
compreender as reacdes bioldgicas a diferentes estimulos e variagbes ambientais,
esteve restrita apenas ao estudo de plantas (MARQUES; MENNA-BARRETO,
1999; RIETVELD, 1990).

A historia da cronobiologia data do inicio do século XVIII, quando o astrébnomo
francés Jean-Jacques de Mairan observou que a periodicidade dos movimentos de
abertura e fechamento das folhas de uma determinada espécie de planta, acontecia
em sincronia com o ciclo claro-escuro, ou seja, com a sucessao entre dias e noites
(JANSEN, et al., 2007; MENNA-BARRETO; MARQUES, 2002). A fim de investigar
o fendbmeno, Mairan colocou um exemplar da planta em um ambiente vedado contra
qualquer tipo de luz, para interromper o ciclo. Como resultado, mesmo na auséncia
de sinais que sugerissem os momentos do dia, observou-se que a periodicidade
dos movimentos era mantida (JANSEN, et al., 2007).

Apds anos do experimento conduzido por Mairan, em 1832, De Candolle
demonstrou que os movimentos da planta, quando isolada de estimulos ambientais,
seguiam um ciclo de 22 a 23 horas, e quando exposta ao meio, eram forcados a
um ciclo de 24 horas. Portanto, essa evidéncia mostra que existe interagdo entre
fatores préprios do organismo, no caso a planta, e fatores ambientais (JANSEN, et
al., 2007). Desta forma, os ciclos temporais sao formados pela combinagdo das
oscilagbes da natureza — dia, noite e estagcbes do ano — com ciclos de carater
enddgeno (ALMONDES, 2006).

Exemplos de animais que seguem ritmos temporais também foram apontados

através do tempo, como 0s animais diurnos e noturnos, que s&o ativos durante o
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dia e noite respectivamente, e algumas aves, que em busca de temperaturas mais
favoraveis, migram seguindo as estacdes do ano, o que intensificou ainda mais o
desenvolvimento da cronobiologia enquanto ciéncia (RIETVELD, 1990). Na
medicina, as primeiras manifestacbes da cronobiologia surgiram a partir de um
estudo francés que acompanhou as variacbes de temperatura em pessoas
saudaveis e doentes em funcéo do tempo (JANSEN, et al., 2007).

Nessa area de estudo, a organizacdo temporal dos organismos € dividida em
interna e externa (MOORE-EDE; SULZMAN; FULLER, 1982). A organizagao
interna refere-se a ordem dos processos enddgenos, como secrecao hormonal,
pressdo arterial, frequéncia cardiaca, temperatura corporal, entre outros, que
acontecem ao longo do dia; ja a organizacdo externa diz respeito a relagdo entre
0s processos fisioldgicos de um organismo e 0s eventos ambientais que podem
influencia-los (MENNA-BARRETO; MARQUES, 2002).

2.1 Ciclo circadiano

As oscilagdes fisiologicas e comportamentais de um organismo s&o baseadas
em processos ritmicos endogenos, que acontecem em todos 0s niveis
organizacionais - desde uma unica célula até um complexo conjunto delas - de
maneira ciclica e sem influéncia do meio, como um reldgio bioldégico (ASCHOFF;
POHL, 1978; MARTINS; GOMES, 2010). Todavia, como 0s organismos n&o vivem
isolados do meio, os ritmos em questdo podem sofrer interferéncias externas,
advindas de variacfes sociais, ambientais ou temporais, como o ciclo claro-escuro
(ALMONDES, 2006; ARAUJO; MARQUES, 2002).

O ciclo circadiano é o ritmo bioldgico que recebe mais destaque na
cronobiologia, uma vez que se caracteriza por eventos ciclicos que acontecem em
periodos de aproximadamente 24 horas, como dormir e acordar, €, portanto, séo
mais perceptiveis, frequentes e definidos (MARTINEZ-CARPIO; VILARDELL;
MIQUEL, 2004). Tais eventos podem ser bioquimicos, fisiolégicos ou
comportamentais e respeitam um sistema de temporizacdo circadiano, que
funciona como um preditor de alteragdes ambientais, que entdo acarretam
respostas moleculares que manter&o a ritmicidade circadiana (Figura 1) (ARAUJO;
MARQUES, 2002).
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Figura 1: Ciclo circadiano humano (Traduzido e adaptado de Patterson, 2015).

O nucleo supraquiasmatico (NSQ), localizado no hipotalamo, € uma estrutura
muito importante para a temporizagdo circadiana, devido a sua capacidade de
deteccdo de luz, a qual é entendida como um marcador temporal que
consequentemente afeta e regula processos bioldgicos no organismo durante
periodos de 24 horas. O NSQ ¢é tido como o reldgio biolégico central, ja que este
pode influenciar na sincronizagao de reldgios periféricos, presentes em diferentes
orgaos, como musculo esquelético, pancreas, figado, intestino e tecido adiposo
(POGGIOGALLE; JAMSHED; PETERSON, 2018; YAMAZAKI et al., 2000; YOO et
al., 2004). Estes reldgios periféricos recebem estimulos de diferentes fontes, além
do NSQ, como atividade fisica, alimentagado e temperatura corporal, demonstrando
que a temporizagado circadiana pode ser influenciada por uma série de fatores e
nao apenas pelo ciclo claro-escuro (Figura 2) (GOEDE et al., 2018). Diante do
exposto, € possivel afirmar que o ciclo circadiano se trata de uma sincronizagao
entre eventos enddgenos e as variagdes ambientais, sociais e temporais no
decorrer de um dia € uma noite (MARTiNEZ—CARPIO; VILARDELL; MIQUEL,
2004).

E interessante ressaltar ainda a relagéo entre o ciclo circadiano e o processo
evolutivo, ja que a sincronizagdo permitiu a adaptacdo a oscilagdo de luz,
temperatura e seguranga, de modo que 0s eventos biolégicos tendem a acontecer

nos momentos mais propicios (REMI, 2015). As variaveis ambientais, inclusive
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sociais, como horarios de trabalho, por exemplo, conseguem alterar o padréo
circadiano, o que destaca a individualidade do ciclo (ARAUJO; MARQUES, 2002).

Relogio central (NSQ)

Exercicios

Consumo alimentar
e alcoolico i Dormir/acordar

Relogios periféricos

Figura 2: Sincronizacdo circadiana envolvendo os reldgios central e periféricos. NSQ: Nucleo
supraquiasmatico. (Traduzido e adaptado de Greco; Sassone-corsi, 2020).

2.2 Cronotipo

O cronotipo € a expressé&o do ciclo circadiano em um individuo e permite
entender a organizagao temporal que influencia processos sociais e bioldgicos em
cada organismo (VITALE; WEYDAHL, 2017; LEVANDOVSKI; SASSO; HIDALGO,
2013; ROENNEBERG; MERROW, 2003). Em outras palavras, € a reflexdo das
preferéncias diurnas individuais, considerando comportamentos e predilecbes
relacionadas ao sono € a realizagdo de atividades, como trabalho, exercicios e
alimentagcdo, por exemplo (BAUDUCCO; RICHARDSON; GRADISAR, 2019;
SIMPKIN, et al., 2014).

O momento ideal para realizag&o de atividades diurnas é o periodo do dia em

que o individuo consegue melhores resultados em suas performances, e difere de
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organismo para organismo, de acordo com o cronotipo, regulado pelo relégio
bioldgico (PEREZ, et al., 2020; WITTMANN, et al., 2006). O ciclo dormir-acordar e
a qualidade de sono sao fatores essenciais para determinacdo do cronotipo e
consequentemente dos momentos ideais, uma vez que os periodos de descanso
influenciam diretamente nos momentos de vigilancia do individuo (SAALWIRTH;
LEIPOLD, 2021; KERVEZEE, et al., 2021, ROENNEBERG, et al., 2019; RIQUE, et
al., 2014).

O cronotipo é, em geral, calculado e definido por meio de questionarios, como
0s questionarios de Horne e Ostberg, e de Munique (BAUDUCCO; RICHARDSON,;
GRADISAR, 2019), compostos por perguntas que buscam entender as
preferéncias matutinas ou noturnas para realizacédo de atividades e descanso, ou
avaliar o tempo de sono em dias de trabalho e dias livres. Neste ultimo caso,
informacdes sobre os horarios de inicio do sono e despertar espontaneo s&o
importantes para a determinagdo do ponto médio do sono em dias livres, que esta
intimamente relacionado ao tipo de cronotipo e consequentemente as preferencias
diurnas (TEIXEIRA, et al., 2019; LEVANDOVSKI; SASSO; HIDALGO, 2013).

Na perspectiva do cronotipo, os individuos podem apresentar tendéncia a
matutinidade, quando preferem dormir e acordar cedo e realizar suas atividades
pela manh&, ou tendéncia a vespertinidade, quando relatam dificuldade para dormir
e despertar cedo e preferem realizar suas atividades durante a tarde e inicio de
noite (SIMOR; POLNER, 2016; MARTINO, et al., 2013). Além disso, individuos
cujas preferéncias variam entre 0s cronotipos matutino e vespertino, séo
classificadas como intermediarias, e, portanto, sdo mais flexiveis (ROSA, et al.,
2021; BARCLAY; MYACHYKOV, 2016). Destaca-se ainda que estes padrbes
também podem variar de acordo com fatores externos, sociais e bioldgicos, isto €,
dormir as 23:30, por exemplo, esta associada a tendéncia a vespertinidade em
adultos entre 40 e 50 anos de idade, enquanto o mesmo horario pode estar
associado a matutinidade em populagdo mais jovem (LEVANDOSVSKI; SASSO;
HIDALGO, 2013).

Além da evidente relagdo com o padréo de sono, o cronotipo influencia uma
série de fatores fisiologicos de ritimicidade enddgena, como temperatura,
melatonina e cortisol (RANDLER; SCHAAL, 2010; BAILEY; HEITKEMPER, 2001).

Desta forma, a perturbacédo da dindmica de horarios de dormir e acordar destaca-
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se como um fator de risco para o desenvolvimento de desordens ritmicas e
metabdlicas (ROENNENBER, et al., 2015; WONG, et al., 2015).

2.3 Relacéo entre cronotipo e trabalho em turno

Sabendo que o cronotipo (tendéncia a matutinidade ou vespertinidade) de cada
individuo ¢é refletido em seu padrédo de sono e funcionamento fisioldgico, pode-se
inferir que o estabelecimento de horarios ndo convencionais pode alterar o correto
funcionamento do organismo. A partir do exposto, quando um individuo com alta
tendéncia a vespertinidade, que naturalmente prefere dormir e acordar tarde, €
forcado a acordar cedo frequentemente, por exemplo, seu organismo vivenciara um
estado de constante estresse, cansaco e perturbacdo do sono, impactando
diretamente seu ciclo circadiano (HITTLE; GILLESPIE, 2018).

Desta forma, a exposi¢ao ao regime de turnos pode ser um fator causador
desse estresse, quando o horario de trabalho ndo corresponde as preferéncias
diurnas individuais de cada trabalhador. Neste cenario, trabalhadores com
tendéncia a matutinidade desenvolvem-se melhor em turnos diurnos, e em
contrapartida, apesar da inconveniéncia do turno noturno, trabalhadores com mais
tendéncia a vespertinidade seriam menos impactados neste turno (KERVEZEE, et
al., 2021; BOOKER, et al., 2018).

Estudos demonstram a existéncia de interagdes entre cronotipo, turnos de
trabalho e duracédo e qualidade de sono (KERVEZEE, et al., 2021; SILVA, et al.,
2017, MARTINO et al., 2013), o que evidencia a importancia de considerar o
cronotipo para determinar o turno ideal para cada trabalhador, visando melhores
resultados, além ainda de evitar possiveis problemas de saude relacionados a
rotatividade de turnos (ROSA, et at., 2021; JUDA; VETTER; ROENNEBERG,
2013). Em relacao ao cronotipo intermediario, a adaptabilidade aos turnos tende a
flutuar entre os dois extremos (ROSA, et at., 2021; GAMBLE, et al., 2011).

3 Desregulacgéo do ciclo circadiano

Todo organismo apresenta ritmos circadianos, que funcionam como relogios
bioldgicos e influenciam ciclos fisiolégicos e comportamentais em um periodo
aproximadamente 24 horas. O cronotipo é, ent&do, o resultado da sincronizagéao

desses ciclos, explicando as preferéncias diurnas individuais (VITALE; WEYDAHL,

21



2017; BARON; REID, 2014). Logo, organismos expostos a desregula¢do do clico
circadiano podem sofrer impactos diretos na saude fisica, metabdlica e/ou
psicologica (NGUYEN, et al., 2019; MAURY; RAMSEY; BASS, 2015).

Quando os ritmos circadianos n&o estdo em sincronia, os ciclos ambientais,
temporais, comportamentais € moleculares acontecem em desarmonia, isto €,
podem estar adiantados ou atrasados, assim como é observado em trabalhadores
em regime de turnos que sdo submetidos a periodos irregulares de sono e
atividades (NGUYEN, et al., 2019). Ou seja, neste caso, o ciclo sono-vigilia ocorre
fora do previsto pelo NSQ. No momento em que o organismo deveria estar em
repouso, ele esta trabalhando (e vice-versa), o que cria um desequilibrio
comportamental que reflete em uma dessincronia entre os ritmos enddgenos e
exogenos (QIAN; SCHEER, 2016).

As alteragbes de rotina e horarios podem acontecer sem causar consequéncias
ao ciclo circadiano, desde que n&o requeiram adaptacdo completa dos ritmos
biolégicos, o que acarreta apenas oscilagbes transitérias (LIMA; VARGAS, 2014;
MORENO; FISCHER; ROTENBERG, 2003). No entanto, a exposicdo a
modifica¢des radicais e continuas, como longas jornadas de trabalho em turnos nao
convencionais, sao conhecidas por ocasionarem a dessincronizacao do ciclo
circadiano e acarretar, consequentemente, danos a saude, ja que 0 organismo €
submetido a constantes periodos de estresse na tentativa de adaptar-se as
alteracbes (COVASSIN; SINGH; SOMERS, 2016).

A dessicronizacdo do ciclo circadiano é entdo um desencontro entre ciclos
biolégicos, comportamentais e ambientais que, usualmente, acontecem em
sincronia. Inumeros fatores podem ser responsaveis por ocasionar essa
dessincronia, especialmente o aumento do periodo de exposi¢ao a claridade, seja
natural ou artificial, que é percebida pelo NSQ, que por sua vez a interpreta de
maneira errbnea, 0 que pode causar altera¢des ou perturbacdes de varios ritmos
fisioloégicos e comportamentais. Além disso, fatores como trabalhos em turnos,
viagens transmeridionais e perturbacbées do sono também podem levar a
dessincronizacdo circadiana (COVASSIN; SINGH; SOMERS, 2016; LIMA,
VARGAS, 2014; WITTMANN et al., 2006).
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3.1 Consequéncias da dessincronizacdao circadiana em trabalhadores em
turnos

Devido aos horarios irregulares e n&o convencionais, trabalhadores submetidos
a regimes de turnos frequentemente apresentam perturbacbes do sono e
consequentemente varios deles vivem algum nivel de dessincronia circadiana
(SILVA, et al., 2017; VETTER et al., 2016; FERREIRA; SILVA, 2013). E importante
destacar que as dessincronias ndo acometem todos os trabalhadores e também
ndo acontecem com a mesma intensidade, uma vez que o cronotipo individual
também deve ser considerado (ROSA, et at., 2021).

A ruptura circadiana, como ja mencionado, tem sido associada a uma série de
perturbacdes comportamentais, bioquimicas e psicologicas (FERREIRA; SILVA,
2013). Estudos demonstram ainda que, apesar de todos os turnos poderem causar
desincronias, o turno noturno, seja fixo ou ndo, é o horario de trabalho
acompanhado por perturbacdes mais frequentes e intensas a saude dos
trabalhadores (BIGGI et al., 2008; DUTHEIL et al., 2020).

As alteracbes mais recorrentes entre trabalhadores em turnos, e que podem
estar, direta ou indiretamente, relacionadas a dessincronia circadiana (BARON,;
REID, 2014; SCHEER et al., 2009) , s&o: aumento de colesterol (GHIASVAND et
al., 2006), acido urico (THEORELL, 1976), dislipidemia (DUTHEIL et al., 2020),
obesidade (SUN et al., 2017), diabete mellitus tipo Il (KROENKE et al., 2006),
hipertenséo, doengas cardiovasculares (BIGGI et al., 2008), lapsos de atencéo,
queda da performance psicomotora (ROSA et al.,, 2021), fadiga, irritabilidade
excessiva (MENDES; MARTINO, 2012), mau funcionamento do sistema digestivo
(NOJKOV et al, 2010) e depressédo (ANGERER et al.,, 2017). Além disso,
trabalhadores em turnos sdo relacionados também a maus habitos, como
sedentarismo (LOPRINZI, 2015; MARQUEZE et al., 2013; ATKINSON; DAVENNE,
2007), ma alimentagdo (SOUZA et al.,, 2019; BALEIRO et al.,, 2014), etilismo
(RICHTER et al., 2021; WITTMANN, 2010; WITTMANN et al., 2006) e tabagismo
(BARBADORO et al., 2013; BIGGI et al., 2008), que contribuem para o surgimento

ou intensificacdo de todas as desordens ja mencionadas.
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4 Espectroscopia do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espetroscopia do infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) € uma
metodologia baseada na interagcdo entre a radiacdo infravermelha (IV) e um
material, solido ou liquido, sem a necessidade de reagentes quimicos, que fornece
informacgdes precisas referente a composigéo molecular da amostra (KHAUSTOVA
et al., 2010; BARTH, 2007). Um espectro IV é obtido através da passagem da
radiacao |V através de uma amostra. Durante esse trajeto, fracées dessa radiacéo,
com diferentes energias, sdo absorvidas por grupos funcionais especificos e os
fragmentos restantes s&o detectados por um coletor, gerando um espectro de
absorbancia ao final da analise (Figura 3) (STUART, 2005).

A analise de FTIR tem aplicabilidade em diversos campos, para analise de
matérias organicas e inorganicas. O espectro IV permite identificar grupos
funcionais e estruturas moleculares; em casos de amostras biolégicas é possivel
caracterizar proteinas, lipidios, acidos nucleicos e carboidratos (BEEKES et al.,
2007; STUART, 2005). Acidos graxos, por exemplo, em geral aparecem no
espectro entre 2800-3050 cm™, devido a vibragbes quimicas em CH2 e CHS3,
enquanto proteinas e peptideos (amida | e Il) estdo relacionadas a regido entre
1500-1750 cm™, através da inducéo de vibragdes em ligagcdes quimicas em C=0,
C-H e C-N (ELLIS; GOODCARE, 2006).
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Figura 3: Espectro de absorbancia (Traduzido e adaptado de Stuart, 2005).
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Fragmentos da radiagdo IV sdo absorvidos (ou consumidos) quando causam
vibragdes em ligagcdes quimicas especificas nas moléculas e, portanto, nao
aparecem no espectro final. Contudo, é interessante destacar que para que uma
determinada molécula absorva radiacao IV e seja excitada para um estado de maior
energia, é necessario que seu momento elétrico dipolo sofra alteracdes durante a
incidéncia da radiag¢do, o que acontece em moléculas ativas no IV (FORATO, et al,,
2010).

Sabendo que a radiagdo IV é composta por ondas eletromagnéticas em
diferentes frequéncias (ZWINKELS, 2010), €& importante pontuar que cada
comprimento de onda possui uma frequéncia diferente, sendo fatores inversamente
proporcionais, isto €, quanto maior 0 comprimento de onda, menor a frequéncia ou
energia que essa onda carrega. Logo, comprimentos diferentes causam vibragdes
em grupos funcionais diferentes, ja que durante o processo de absor¢do, sao
absorvidas frequéncias equivalentes as frequéncias naturais das moléculas, e
devido a singularidade da combinac&o atdémica, duas moléculas ndo produzem o
mesmo espectro de absorbancia (THERMO SCIENTIFIC, 2013). Por conveniéncia
e razbes praticas, o eixo X do grafico espectral de absorbancia € geralmente
expresso em Numero de onda (cm™), que € contrario ao comprimento de onda e
proporcional a frequéncia (BRITANNICA, 2021). O espectro IV varia de
aproximadamente 13000 cm™ a 10 cm™ e € usualmente dividido em trés regides -
proxima (NIR), intermediaria (MIR) e distante (FIR) - em relagdo ao espectro visivel
(Figura 4) (NOREE et al., 2012; STUART, 2005).

Espectro eletromagnético

Radio Microwave Inirared Visible Uhtraviolet X-Ray Gamma Ray
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Figura 4: Espectro eletromagnético. NIR: Regido proxima ao espectro visivel. MIR: Regido
intermediaria em relacdo ao espectro visivel. FIR: Regido distante ao espectro visivel. (Traduzido e
adaptado de Noreen et al., 2012).
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Apresar de todas as regibes do espectro IV serem Uuteis para analise
espectroscdpica de alguns materiais (GONCALVES, et al, 2002) a regido
intermediaria se destaca pela sua aplicabilidade e acuracia para a analise de
materiais biolodgicos. I1sso acontece por que a regido de 4000 a 400 cm™ engloba a
frequéncia natural de um grande numero de moléculas (BUNACIU, et al., 2015;
BARTH, 2007; STUART, 2005). A regido MIR pode ainda ser dividida em
aproximadamente quatro sub-regides: a regiao de alongamento de X-H (4000-2500
cm™), que geralmente esta relacionada a vibragdo de O-H, C-H, N-H; a regido de
tripla ligacao (2500-2000 com-), que é absorvida por agrupamentos como C=C e
C=N; a regido de dupla ligagdo (2000-1500 cm"), associada principalmente ao
alongamento de ligagdes quimicas em C=C, C=0, C=N; e a regi&o de “impressao
digital” (1500-600 cm™), relacionada a varios modos vibracionais de varios grupos
funcionais diferentes ( STUART, 2005).

Os grupos funcionais das moléculas ativas no IV podem vibrar de diversos
modos diferentes, que podem ser caracterizados por alongamentos, dobramentos,
deformacbes angulares ou combinacfes destes movimentos. As vibracGes
envolvem principalmente alteracdo no angulo ou comprimento das ligacbes
quimicas. As deformacgdes angulares podem ser classificadas como tesoura
(scissoring), balango (rocking), abano (wagging) ou torgéo (twisting), enquanto os
alongamentos (stretching) podem ocorrer de maneira simétrica ou assimétrica
(Figura 5) (ELLIS; GOODCARE, 2006; STUART, 2005).
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(Wagging) (Scissoring) (Stretching) simétrico

Figura 5: Modos vibracionais (Traduzido e adaptado de Oreborn, 2018).
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O FTIR estuda a absor¢do de ondas eletromagnéticas da regido MIR por
moléculas presentes na amostra, gerando um espectro que permite identifica-las
(CHAN; KAZARIAN, 2016). Este espectro pode ser obtido a partir de diferentes
configuracdes experimentais, como FTIR de transmiss&o, que opera transmitindo a
radiacao IV através da amostra, antes que a radiacao restante seja detectada, FTIR
de transreflexdo, que transmite a radiagao através da amostra, porém so6 detecta a
radiacdo remanescente apds o IV ser refletido e passar pela amostra novamente,
e por fim ATR-FTIR, que segue o principio de reflexao total (Figura 6). Nesta ultima
configuracdo, a amostra € colocada diretamente sobre um cristal cujo indice de
refracdo € maior do que da amostra; ao incidir no cristal, em um angulo especifico,
a luz viaja através dele, é refratada - devido a diferenca entre os indices de refragéo
- e penetra na amostra como ondas evanescentes, que surgem a partir dos pontos
de refracdo; o feixe de luz €, ent&o, posteriormente coletado pelo detector. O ATR-
FTIR destaca-se por ndo apresentar contribuicdo de espectros indesejados devido
a sua alta relacdo sinal-ruido, ao ser comparado com o FTIR de transmisséo e
transreflexdo (BUNACIU; FELESCHIN; ABOUL-ENEIN, 2015; DORLIN; BAKER,
2014; BARTH, 2007).

Onda evanescente

Amostra

+ Profundidade
* de penetracao
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Feixe incidente Feixe refletido

Figura 6: Diagrama esquematico ATR-FTIR (Traduzido e adaptado de Atitar et al., 2015).

Dentre as varias vantagens do uso do FTIR, destacam-se a rapidez do
processo, a facilidade e aplicabilidade, a necessidade de pouca quantidade de
material amostral, a dispensa de reagentes quimicos e preparagbes complexas, o

baixo custo, a deteccdo de alteragbes moleculares, a possibilidade de diagnoéstico
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de condigdes ou patologias mesmo em estagios iniciais e a precisdo para
diferenciar materiais biolégicos (FELS; ZAMAMA; HAFIDI, 2015; SIMONOVA e
KARAMANCHEVA, 2013; ZHANG et al., 2011; ELKINS, 2011).

Desta forma, diante da situacdo vivida pela maioria dos trabalhadores
submetidos a regimes de turnos, o FTIR pode atuar como uma ferramenta para
acompanhamento e predigdo de futuros desfechos metabdlicos, ja que através da
deteccdo de alteracdes espectrais, pode possibilitar diagndsticos precoces. Neste
contexto, o acompanhamento com o FTIR facilitaria a elucidagcdo dos impactos

relacionados a essa modalidade de trabalho.
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5 Objetivos
5.1 Objetivo geral

Identificar biomarcadores por espectrometria de reflexdo total atenuada no

infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR) no sangue periférico de

trabalhadores em turnos e associar com dados cronobiologicos.

5.2 Objetivos especificos

Determinar o cronotipo de todos os trabalhadores voluntarios;

Identificar regibes espectrais especificas (biomarcadores) capazes de
diferenciar trabalhadores diurnos de noturnos no sangue periférico;
Identificar os possiveis grupos moleculares correspondentes aos
biomarcadores espectrais (picos);

Relacionar os biomarcadores com o cronotipo, turno de trabalho (diurno e
noturno) € média de sono;

Associar os dados espectrais e cronobioldgicos - e arelagio entre eles - com

possiveis perturbacdes na saude dos trabalhadores.
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Abstract

The demand for employees available 24/7 can cause circadian misalignment and sleep
deprivation, which has been linked to the development of metabolic diseases. In this
scenario, ATR-FTIR spectroscopy might be a potential tool for detecting initial evidence,
such as molecular spectrum alterations, of future metabolic outcomes. The aim of this study
was to investigate the ATR-FTIR infrared spectrum of shift workers’ serum in order to
identify wavenumbers capable of differentiating day and night workers, and verify the
associations between these regions and workers’ chronotype and sleep duration. This study
was performed with 38 male workers of which 19 worked the night shift and 19 worked the
day shift. The wavenumbers 1522 cm™, 1636 cm™, related to proteins, and the bands 2871
cm™, 2927 cm™, 2955 cm™, associated to lipids, significantly differed day from night workers
and showed higher absorption in night workers’ serum. The Generalized Linear Model
(GLzM) was used to identify interactions between theses wavenumbers, chronotype and
sleep duration, showing that day workers with evening tendency were associated to an
increase in the bands related to lipids, while no interaction with workers’s sleep duration was
found. Therefore, our result demonstrates that night shift and chronotype might be related to
higher absorbance in spectral regions related to lipids and proteins. We concluded that the
ATR-FTIR seems to be useful monitoring shift workers’ health.

Key words: Shift work; Chronotype; Sleep, ATR-FTIR.
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Introduction

Defined as a temporal organization in which people work in succession [1], shift
work has existed since the beginning of society, and has become increasingly prevalent due
to the recent advancements [2-4]. The work categories that have performed their functions
on a shift basis more regularly are generally composed of essential professions, such as
doctors and nurses [5]. However, currently it has occurred in several service industries [4,
6-9], making up about 20% of the workforce in the United States and 7.8% in Brazil [1, 10].
This demand for employees available 24/7 can cause circadian rhythm misalignment, since
they’re constantly exposed to unusual schedules, especially when working during the night
[11]. This has consistently been linked to poor metabolic health [12]. Studies on this topic
have shown that shift workers are more likely to become overweight or obese and develop
diabetes [13,14] and dyslipidemia [15-17].

The chronotype is an important chronobiological concept that may influence
circadian rhythm [18, 19] and consequently shift workers' metabolic health. It is the
expression of individual’s biological clock synchronization to the light-dark cycle,
producing an internal day, that might display different durations, depending on the
organism’s individuality [20]. In this scenario, individuals can present a tendency to
morningness or eveingness, which is reflected in their sleep and activity patterns. Higher
morningness has been associated to early sleep onset, while eviningness has been associated
to later sleep onset [20, 21]. Furthermore, most of the population tend to show an
intermediate state, flowing between morningness and eveningness tendencies [22].
Therefore, unusual schedules might disorganize workers’ circadian system and consequently
modify their sleep patterns [23] and normally make them sleep less than they are used to,
which can also impact their health [24]. Studies have suggested that the chronotype must be
considered before determining the work schedule, in order to avoid greater consequences
[25].

The ATR-FTIR spectroscopy is one of the most important and widely used analytical
techniques available. It’s based on the interaction between infrared light (IR) and a sample.
As the IR travels through the sample, portions of the incident radiation are absorbed by
specific functional groups, and the remaining fractions are detected by a collector device,
generating an infrared spectrum, which provides accurate information about the sample
composition, enabling the characterization of lipids, proteins, nucleic acids and

carbohydrates [26]. This is an easy-performing technique that stands out for its relatively
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low cost, practicality, agility and potential for detecting molecular alterations, differentiating
samples and diagnosing pathologies in early stages [27-31].

Considering that the detection and assessment of molecular alterations may improve
the knowledge about shift work consequences, the aim of the present study was to investigate
the IR spectrum of shift workers’ serum, obtained by ATR-FTIR spectroscopy, in order to
identify wavenumbers capable of differentiating day and night workers, and verify the
interactions between these regions and workers’ chronotype and sleep duration. Our
hypothesis is that night shift, chronotype and sleep duration influence workers’ serum
spectrum. To the best of our knowledge, this is the first study that investigates IR spectrum
wavenumbers obtained by ATR-FTIR and their relationship among shift workers and their

chronotype, sleep duration, and metabolic consequences.

Methods

Study design, sample size and eligibility criteria

The sample of the present study was composed by 38 male workers from a hospital
in Uberlandia, MG, Brazil. They were divided into two subgroups of 19 workers according
to their shifts. Workers who worked during the morning and afternoon were classified as day
workers, while workers who worked at least six hours after midnight, without working
during the day, were classified as night workers.

Working in the same position and shift for at least six months and the absence of
diseases, except obesity; current or past active smoking and use of medications with
antioxidant properties, were the inclusion criteria considered. The volunteers encompassed
nurses, physiotherapists, nursing technicians, laboratory technicians and stretcher bearers,
however their position wasn't taken into account during the selection, since our objective
was the assessment of the shifts and their implications, regardless of the position. It’s also
important to point out that this study was previously approved by the Human Research Ethics
Committee of the Federal University of Uberlandia (Protocol number
40702414.8.0000.5152).

The study development flowchart is represented by figure 1 and each step is

described below.
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Statistical analysis

Figure 1: Study development flowchart.

Anthropometric data
The weight and height were measured, respectively, using an electronic scale
(Welmy™) and a wall-mounted portable stadiometer (Welmy™). The resulting values were

used to calculate the body mass index (BMI, kg/m?) of the volunteers.

Sample Collection

The blood samples were collected by venipuncture in heparinized tubes after 12 h of
fasting. Right after the collection, the samples were centrifuged at 1,300 x g for 15 minin a
refrigerated centrifuge at 4 °C. The samples were all collected in the morning, before the
start of the day workers’ shift. Then, the serum of each sample was removed and stored at

80 °C for later spectroscopic analysis.

Sleep pattern and chronotype

To determine the volunteers’ sleep pattern and chronotype, it was necessary to
calculate their hours of sleep on work and rest days. This information was collected and
calculated by a specialized team trained in sleep studies, using a previously reported
questionnaire composed of the following questions regarding the last four weeks: What time

do you usually go to sleep on work days?; How long (an average in minutes) do you stay up
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in bed before falling asleep (after turning off the lights) on work days?; What time do you
usually wake up during work days?; On workdays, do you use an alarm clock to wake up (or
ask someone to wake you up)?; What time do you usually go to sleep on rest days?; How
long (an average in minutes) do you stay up in bed before falling asleep (after turning off
the lights) on rest days?; What time do you usually wake up on rest days?; On rest days, do
you use an alarm clock to wake up (or ask someone wake you up)? [32]. The time taken to
fall asleep, also called sleep latency, was considered while calculating the hours of sleep of
each worker.

The sleep duration was calculated using the equation: [(sleep duration reported for
working days x number of days worked in the week) + (sleep duration reported for rest days
x number of rest days in the week)] +~ 7 [33].

To establish the chronotype of day workers, it was used the mid-sleep point on free
days, corrected for sleep debt — the difference between sleep duration on rest and workdays
— (MSFsc). However, we followed a specific formula to assess chronotype in night shift
workers, using the mid-sleep time on free days following evening shifts, corrected for sleep

debt (MSFscE) [34].

Infrared spectrum evaluation of serum samples by ATR-FTIR

Infrared spectroscopy was used with the ATR accessory Cary 630 (Agilent) and
using the MicroLab (Agilent) software, using a micro component ATR, the crystal material
in the ATR unit, a platinum diamond. The blood serum samples were applied in aluminum
pellets (10 uL) and heated to 80 °C in a dry bath for 3 minutes. The spectra were analyzed
in the wavenumber region from 650 cm™ to 4000 cm™, with a resolution of 4 cm™.

The original FTIR spectra were normalized, and the baseline was corrected using
Orange software. A smoothing pretreatment was carried out using the Savitzky—Golay
method in Origin 9.1 software, the parameters such as the polynomial order and points of

window were set as 2 and 20, respectively.

Statistical Analysis

Statistical analyzes were conducted using the SPSS Program version 21.0 and Prism
Program version 9.0. The values of the IR spectrum were used for statistical analyses.
Normality tests performed for the variables, considering Shapiro-Wilk, allowed to define

whether parametric or non-parametric tests would be performed.
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The spectral values of each group were compared using Welch’s T test for parametric
data and Mann-whitney test for non-parametric. The wavenumbers capable of significantly
differentiating day from night workers were conducted for the next analysis.

The Generalized Linear Model (GLzM) was used to identify interactions between
these wavenumbers, chronotype and sleep duration, adjusted for age, body mass index (BMI)
and week workload. The groups were analyzed apart. Values of p<0,05 were accepted as

significant.

Results
Worker’s characterization

The volunteers were aged between 21 and 65, and their characterization, as day and
night workers, did not show significant differences between their ages (p = 0.505) and
working time (p = 0.317) regarding the shifts. In addition, the two groups of workers did not
differ in weight (p = 0.390), height (p = 0.430), body mass index (BMI) (p = 0.342) and
chronotype (p = 0.582). However, night workers showed higher workload (p <0.0001) and
shorter sleep duration (p = 0.0018) when compared to day workers (Table 1).

Table 1: Sociodemographic characteristics, anthropometric parameters, chronotype and sleep duration of
workers according to their shifts.

Day workers (N=19) Night workers (N=19) P
Age 43.68 + 13.86 41.16 + 8.65 0.505
Working time (years) 5.00+9.68 7.00 £ 6.96 0.317
Workload (h/week) 36.00+4.12 60.00 + 15.81 <0.0001
Anthropometry
Weight (kg) 7795+ 12.72 80.20 £ 13.61 0.390
Height (m) 1.71 £ 0.07 1.70 £ 0.04 0.430
BMI (kg/m?) 26.76 + 3.89 2724 + 481 0.342
Chronotype
(MSFsc/MSFscE) (h) 3:35+1:19 3:47 £ 0:48 0.582
Sleep duration (h) 7:24 £+ 1:00 5:48 £ 1:47 0.0018

For normally distributed data, values are presented as mean + standard deviation, and median + standard
deviation for non-normally distributed data. The comparisons were carried out using Welch’s T test, for
normally distributed data and Mann-whitney test for non-normally distributed data. Values of p<0,05 were
accepted as significant.

Abbreviations: BMI: Body mass index; MSFsc: Mid-sleep point on free days, corrected for sleep debt;
MSFscE: Mid-sleep time on free days following evening shifts, corrected for sleep debt.

ATR-FTIR analysis of blood serum
We show in figure 1 the infrared spectrum of the serum of day and night workers.

The wavenumbers 1522 cm™, 1636 cm™, 2871 cm™, 2927 cm™, 2955 cm™ differed
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significantly the workers according to their shifts (p =0.009, p =0.009, p=0.024, p =0.002,
p = 0.003), while the other peaks didn’t. The spectral regions 1636 cm™ and 1522 cm™
correspond to amide I and 11, respectively (Figure 2 A), and were higher in night workers’
serum (p = 0.009, p = 0.009). Methyl symmetric stretching and asymmetric stretching of
both methylene and methyl, related to lipid molecules, are respectively indicated by the
wavenumbers 2871 cm™, 2927 cm™ and 2955 cm™ (Figure 2 B), that also showed higher
absorption in night workers (p =0.024, p =0.002, p = 0.003), which means that the presence
of serum proteins and lipids is consequently higher in this group, suggesting that the night

shift is associated to an increase of these molecules (Table 2).
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Figure 1: ATR-FTIR spectrum of day and night workers’ serum. Day workers are represented by the blue line,
while night workers are represented by the red line. The blue and red shadows represent the standard deviation.
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Figure 2: Closer look at the peaks 1522 and 1636 cm™ (A), and 2871, 2927 and 2955 cm™! (B). The blue line
represents day workers, while the red one represents night workers. The blue and red shadows represent the
standard deviation.

48



Table 2: Assignments of the five statistically relevant wavenumbers of figure 1 and comparison between the
shifts.

Wavenumber (¢cm™) Assignment Day workers Night workers P

1522 Amide II: Proteins ~ 0.94 + 0.02 0.96 +0.01 0.009
1636 Amide I: Proteins 0.96+0.02 0.97+0.00 0.009
2871 vsCH3: Lipids 0.31+£0.02 0.33+0.02 0.024
2927 vasCH2: Lipids 0.38+0.03 0.41+0.02 0.002
2955 vasCH3: Lipids 0.35+0.03 0.38+0.02 0.003

The comparisons were carried out using Welch’s T test, for normally distributed data and Mann-whitney test
for non-normally distributed data. Values are presented as mean + standard deviation for normally distributed
data and median + standard deviation for non-normally distributed data. Values of p<0,05 were accepted as

significant. v =stretching, s=symmetric, as=asymmetric.

Table 3 presents the comparison of the studied wavenumbers in relation to MSFsc
and MSFscE values and sleep duration, adjusted for age, BMI and workload. There were
significant positive interactions between the peaks 2871 cm™, 2927 cm™ and 2955 cm™ and
MSFsc values of day workers (p = 0.003, p = 0.005, p = 0.009), but not of night workers (p
=0.094, p=0.084, p =0.092). Curiously, the MSFscE values of night workers did not show
any association with these peaks. It means that higher values of MSFsc were related higher
absorbance in the lipids regions in blood serum of day workers, but not of night workers. In
addition, it was not found any interaction between the bands 1522 cm™ and 1636 cm™ and
chronotype values, neither for day (p = 0.470, p = 0.241) or for night workers (p = 0.659, p
=0.201). Moreover, although the sleep duration was significantly shorter in night workers
(p = 0.0018), there was no significant association between this variable and the five peaks

analyzed in any group.

Table 3: Effects of day and night workers’ chronotype (MSFsc and MSFscE) and sleep duration on the peaks,
adjusted for age, workload and BMI.

Day workers Night workers
MSFsc Sleep duration MSFscE Sleep duration
B P B P B P B P

1522 cm -1 0.004 0470 0.007 0384 | -0.002 0.659 0.001 0.443
1636 cm -1 0.005 0241 0.003 0698 | -0.003 0201 0.001 0276
2871 cm -1 0.012 0.003 0009 0.191 | 0.014 0.094 0001 0.816
2977 cm -1 0016 0.005 0008 0420 | -0.014 0084 0002 0679
2955 cm -1 0015 0009 0004 0701 | -0.012 0092 0001 0.801

Positive and negative B values indicate, respectively, positive and negative interactions between the
wavenumbers and workers” MSFsc/MSFscE and sleep duration.

p<0.05 = Statistically significant interaction (Generalized Linear Model).

Abbreviations:

MSFsc: Mid-sleep point on free days, corrected for sleep debt.

MSFscE: Mid-sleep time on free days following evening shifts, corrected for sleep debt.
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Discussion

The present study evaluated whether the IR spectrum of serum is associated with
work shift, chronotype and sleep duration of day and night workers. Our results showed that
five regions of the spectrum are related to the work shift and three of them are also associated
with the workers’ chronotype, while none are related to the sleep duration. These findings
partially support our initial hypothesis that work shift and chronotype are associated with
spectral blood serum changes.

The spectroscopy analyses showed that the spectral regions 1522 cm™, 1636 cm™,
related to proteins, and the bands 2871 cm™, 2927 cm™, 2955 cm™, associated to lipids, were
increased in night workers, which is supported by other studies that have shown that
disturbances in lipids and proteins metabolism are more common in night workers [23, 35-
39]. The current literature has strongly associated night work to metabolic problems [17, 23,
40], such as the ones seen here, since these workers do not adapt their circadian cycle to their
work schedule [41]. However, these spectral findings must be seen as initial evidence of
future problems, since none of the workers had metabolic diseases, except for obesity.

The use of linear generalized models (GLzM) showed that day workers with higher
MSFsc values were associated with higher absorptions in the regions 2871 cm™, 2927 cm™,
2955 cm™. It means that the higher the eveningness, the higher the peaks, demonstrating that
there is an interaction between individuals’ chronotype and lipids. The literature has shown
that people with evening tendency are more likely to develop obesity [42-44], since they
have also been associate to poor diet [45, 46], sleep deprivation [47, 48] and smoking [49].
Besides, they are demonstrably not used to waking up and performing their activities early
in the morning [50, 51], which might lead them to a possible circadian rhythm misalignment,
known for causing many health disorders, some of which are also related to lipids
metabolism [52, 53], such as dyslipidemia [17, 36], cardiovascular disease [12, 54] and
obesity [55-57].

Due to its specificity and sensibility at a molecular level, the ATR-FTIR spectroscopy
plays an important role in detecting metabolic alterations in early stages, that wouldn’t
appear in biochemical tests, and predicting future disorders [26-31]. Therefore, this result
suggests that ATR-FTIR spectroscopy of apparently healthy shift workers might indicate a
tendency to develop metabolic disorders in the future, since our population was clinically
homogeneous, but their spectrum showed different absorption patterns. Night workers

showed higher absorption in all the five peaks (Figure 1), indicating that they’re more likely
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to develop metabolic disorders, and the same also happened for higher eveningness workers
that worked the day shift, suggesting that the mismatch between the schedule and the
chronotype might bring future metabolic consequences.

On the other hand, night workers’ chronotypes were not associated with the three
peaks related to lipid molecules. We believe that it was due to the population homogeneity,
since most of the night workers showed morning tendency, which reduces MSFscE values
variability compared to day workers. It also helps to support the fact that the five peaks
analyzed are increased among the night workers, since their work schedule forces them to
face a long entrainment phase — their internal day needs to be completely delayed — which
might also be related to a circadian rhythm misalignment [20].

Neither day, nor night workers’ chronotype were associated with the bands 1522 cm”
and 1636 cm™, as in a recent study that demonstrated an interaction between several
proteins related to cardiometabolic risk and and evening chronotype people [58]. However,
corroborating our spectral evidence, other studies have demonstrated that night shift,
regardless of the chronotype, is related to increased c-reactive proteins [59-61], placing this
discussion in a controversial scenario that still needs to be fully understood. In addition,
although the sleep duration is significantly different between the groups, it was not related
to any of the five peaks analyzed, as the chronotype was. We were expecting to find an
association at least with night workers’ sleep duration, since some articles have associated
sleep alterations, accompanied by circadian rhythm misalignment, with disturbances in
lipids [36, 62, 63] and proteins metabolism [64].

This study has limitations. The small sample size makes it necessary for further
studies to be carried out with a larger group of workers, including men and women, which
could bring more conclusive results, especially regarding sleep duration. However, as the
first study to use ATR-FTIR to compare shift workers and their chronobiological data, our
results are innovative and important for future studies in related fields.

We concluded that night shift is associated with higher absorbance at wavenumbers
related to lipids and proteins, and chronotype, when delayed or advanced, might also be
related to higher peaks at lipids regions, regardless of the shift. Besides being relatively
cheap, practical and easy to perform, the ATR-FTIR seems to be a great technique for
showing some initial evidence of future metabolic outcomes, which may be a potential tool
for monitoring shift workers’ health, since conventional biochemical tests don’t bring these

early evidence.
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ANEXO | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada “Associag¢io entre indice
inflamatério da dieta, estabilidade de membrana dos eritrécitos e marcadores do estresse
oxidativo em trabalhadores em turnos”, sob a responsabilidade dos pesquisadores: Kely Raspante
Teixeira, Erick Prado de Oliveira e Cibele Aparecida Crispim. Nesta pesquisa buscaremos estabelecer,
principalmente, a associacdo dos alimentos ingeridos com os exames de sangue. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido serd obtido pela pesquisadora Kely Raspante Teixeira no momento
da coleta dos dados do estudo que serd realizada no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), campus Umuarama ¢ no hospital Uberlandia Medical Center (UMC). Na
participagdo vocé serd questionado sobre dados socioecondmicos, de saude ¢ dos habitos de vida
(perguntas sobre o hordrio que vocé trabalha, dorme ¢ acorda, a qualidade do seu sono, se vocé fuma,
se possui algumas doengas, como diabetes, hipertensio, problemas cardiacos, pulmonares ¢ alteragdo
no colesterol e triglicerideos, ¢ quantas vezes vai ao médico por ano). Em jejum, independente do seu
turno de trabalho, vocé vai passar por dois equipamentos que aferem o Gasto Energético de Repouso
(GER) ¢ a composigao corporal. Vocé também serd pesado ¢ medido (altura, circunferéncia da cintura),
sendo necessdrio a retirada do seu calgado ¢ que vocé esteja trajando roupas leves. Se vocé nio estiver
trajando roupas leves, nds descontaremos o peso da sua roupa (nds sabemos quanto pesam diferentes
vestimentas) do seu peso total obtido. Apds a aplicagio das questdes ¢ das medicdes, ocorrerd o
preenchimento de questionarios sobre os seus habitos alimentares, seu nivel de atividade fisica ¢ sobre
0 seu sono-, ¢ coleta de sangue para andlise de alguns parametros que podem indicar alteragdo sanguinca
no seu corpo, que pode ser devido a alguma doenga, excesso de peso ou alimentagdo. Este procedimento
pode causar uma leve dor. Vocé tera que dispor de aproximadamente45 minutos para participar da
pesquisa. Apos as avaliagdes sera oferecido a vocé um lanche. Ao analisar seus exames ¢ estuda-lo
conjuntamente aos parametros relacionados a sua alimentagfdo, vocé em nenhum momento sera
identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados ¢ ainda assim a sua identidade sera preservada.
Vocé nlo terd nenhum ganho financeiro por participar na pesquisa ¢ nem gastos, nem mesmo de
transporte, pois todas as avaliagdes ¢ andlises serdo por conta dos pesquisadores. Os riscos consistem
em: constrangimento (“vergonha”) para medi¢do de peso ¢ circunferéncia da cintura, além de uma
possivel identificagdo do participante; entretanto, todos os cuidados serdo tomados para se evitar
qualquer ocorréncia deste tipo. Em todos os questionarios os participantes nio serdo referidos por seus
nomes ¢ sim por codigos, o que minimiza o riscode identificagcfio. O beneficio desse estudo ocorrera
por meio das informagdes coletadas ¢ analisadas, pois serdo gerados resultados compilados retratando
a realidade da rotina desses individuos em relagdo aos seus habitos de vida, no que tange o estado
nutricional ¢ habitos de sono. Espera-se que estes dados possam servir de subsidios para o
desenvolvimento de agGes ¢ projetos visando a prevengdo de agravos ¢ a promogdo da qualidade de
vida para estes individuos.

Vocé ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo ou
coagdo. Uma copia deste Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido ficard com vocé. Qualquer
davida a respeito da pesquisa, vocé poderd entrar em contato com:

e Kely Raspante Teixeira. Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal de Uberlandia. Endereco: Avenida Para, 1720- Bloco 2U, Campus
Umuarama. Fone: 3218-2389

e Cibele Aparecida Crispim e Erick Prado de Oliveira. Professores Adjunto I, Curso de Nutricdo,
Faculdadede Medicina, Universidade Federal de Uberlandia. Endereco: Avenida Para, 1720- Bloco
2U, Campus Umuarama. Fone: 3218-2084.

Podera também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com Seres-Humanos —
Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco J, Campus Santa Monica
—Uberlandia -MG, CEP: 38408-100; fone: 34-32394131. O CEP ¢ um colegiado independente criado
para defender os interessesdos participantes das pesquisas em sua integridade ¢ dignidade ¢ para
contribuir no desenvolvimento da pesquisadentro de padrdes ¢ticos conforme resolugdes do Conselho
Nacional de Satide.

Uberlandia, ....... de oo, de201.........

Prof. Dr*Cibele Aparecida Crispim  Prof.Dr Erick Prado de Oliveira Kely Raspante Teixeira
Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa
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