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ZUPPA, C. Efeitos de um Protocolo de Intervencdo de Acupuntura sobre
Sintomas Psicolégicos, Qualidade do Sono e Imunossenescéncia em ldosos
[Dissertacdo] Porto Alegre: Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do
Sul; 2014.

RESUMO

Introducdo: A acupuntura é uma terapia oriental que tem demonstrado ser benéfica
no tratamento de varias condi¢cdes. Diversos estudos tém mostrado que a
acupuntura € uma boa opcao de tratamento para o stress, depressao, bem como
para melhorar o sono. No entanto, poucos estudos tém um bom design e grupos de
controle robusto e envolvem idosos. Objetivos: o presente trabalho visou analisar o
efeito da acupuntura sobre o stress, depresséo e qualidade do sono, bem como
sobre o sistema imunol6gico em idosos. Métodos: quarenta e oito idosos residentes
na comunidade foram recrutados em um estudo Unico cego, randomizado em dois
grupos (acupuntura verdadeira N=24 e controle N=24), controlado por placebo. A
intervencado consistiu em sessdes realizadas duas vezes na semana por um periodo
de cinco semanas com trinta minutos de duracdo. Os pontos de acupuntura
envolvidos foram SP6 (Sanyinjiao), LI4 (Hegu), ST36 (Zusanli), LR3 (Taichong), PC6
(Neiguan) e EX - NH3 (Yintang). Grupo Placebo também recebeu agulha que foram
inseridos em pontos superficiais longe dos pontos verdadeiros de acupuntura. A
qualidade do sono foi avaliada pelo questionario PSQI (Pittsburgh Sleep Quality
Index), estresse e depressdo foram avaliados através de entrevistas, onde
qguestionarios clinicos especificos (Beck Depression Scale e BDI - ) foram
aplicados. O sangue periférico foi recolhido e os linfécitos foram isolados a partir de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e imunofenotipadas por
citometria de fluxo para varios subtipos de linfécitos, as células B, nas células T
ativadas, células T regulatérias, células Natural Killers (NK) e células T associadas a
senescéncia. Os pontos de medi¢cdes foram realizadas antes do comeco das
sessoOes e no final do tratamento. Os grupos foram homogéneos no inicio do estudo.
Resultados: a acupuntura é altamente eficaz para melhorar a qualidade do sono ( -
53,23 %, p < 0,01) depresséao ( -48,41 %, p < 0,01) e estresse ( -25,46 %, p<001).
No entanto, nenhum efeito sobre o sistema imunitario pode ser observado.

Concluséo: A acupuntura foi eficaz em melhorar a qualidade do sono e diminui¢cao



do estresse e de depressdo em idosos. Mais estudos sdo necessarios para

investigar o impacto da acupuntura sobre a imunidade.

Palavras chave: Acupuntura, placebo acupuntura, sono, estresse, depressao,
linfécitos, imunossenescéncia.



ZUPPA, C. Intervention Effects of Acupuncture on Psychological Symptoms,
Quality of Sleep and Immunosenescence in Elderly [Dissertagdo] Porto
Alegre: Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul; 2014.

ABSTRACT

Introduction: Acupuncture is an Oriental therapy that has shown in several studies to
be beneficial in treating various conditions. Several studies have shown acupuncture
as a good treatment option for stress, depression as well as for improving sleep,
however, few studies have a good design and robust control groups. Objective: the
present work is to analyze the effect of acupuncture on stress, depression and sleep
quality, as well as over the immune system. Methods: forty-eight elderly residents in
the community took place in this single blind, placebo-controlled trial, randomized
into two groups (n = 24 real acupuncture and control n = 24) placebo controlled. The
intervention consisted of sessions held twice a week for five weeks thirty minutes
long. The intervention consisted of ten (twice a week) true acupuncture sessions
(n=24) or placebo (n=24). Acupuncture points involved were SP6 (Sanyityiao), LI4
(Hegu), ST36 (Zusanli), LR3 (Taichong), PC6 (Neiguan) and EX - NH3 (Yintang).
Placebo group also received needle which were inserted into surface sites far from
true acupuncture points. Sleep quality was assessed by questionnaire PSQI
(Pittsburgh Sleep Quality Index), stress and depression were assessed through
interviews where specific clinical questionnaires (Beck Depression Scale and BDI - II)
were applied. Peripheral blood was collected and lymphocytes were isolated from
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and immunophenotyped by flow
cytometry for several lymphocytes subtypes as B cells, activated T cells, regulatory T
cells (REG), natural killer cells (NK) and CD28 - associated T cell senescence.
Measurements were conducted before the beginning and at the very end of
treatment. The groups were homogeneous at baseline. Results: acupuncture is
highly effective for improving quality of sleep (-53.23 %, p < 0.01) depression (-48.41
%, p < 0.01) and stress (-25.46 %, p < 0 01). However, no effect on immune system
could be observed. Conclusion: Acupuncture was effective in improving sleep quality
and decreased stress and depression scores in the elderly. Further studies are

necessary to investigate the impact of acupuncture on immunity.



Keywords: Acupuncture, placebo acupuncture, sleep, stress, depression,
lymphocytes, immunosenescence.
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1. CAPITULO 1



1.1 INTRODUCAO

A manifestacdo do envelhecimento ao longo da vida é variavel entre os
individuos da mesma espécie e entre individuos de espécies diferentes. Nas ultimas
décadas tivemos um envelhecimento acelerado da populacdo mundial. No Brasil, as
projecbes demogréaficas estimam que no periodo entre 2000 e 2050 a proporcéao de
idosos na populagcdo deve subir de 5,1% para 14,2%. Juntamente com esse
crescimento vem uma grande preocupacdo quanto ao envelhecimento com
gualidade e saude (1). Com o foco na area do envelhecimento, diversos grupos de
pesquisa abordam assuntos relacionados ao envelhecimento, visando a promocao
do envelhecimento saudavel e atenuando seus processos prematuramente (2).

As pesquisas prévias do Laboratorio de Imunologia do Envelhecimento do
IPB-PUCRS indicaram que o envelhecimento saudavel esta associado com uma
sobrecarga emocional e hormonios do estresse (3), e 0 estresse crénico € capaz de
acelerar o processo de imunossenescéncia (2). A imunossenescéncia é
caracterizada por modificacdes nas células e nas func¢des do sistema imunologico
(4), essa sobrecarga emocional gerada pelo estresse também pode influenciar
outros sintomas na qualidade do sono, dessa forma um dos fatores comumente
associado ao desequilibrio na qualidade do sono. Essa sobrecarga emocional é
caracterizada por diversos sintomas psicolégicos, sendo os principais a ansiedade,
estresse e a depressdo. Esses sintomas psicolégicos tem como caracteristica
desequilibrar o padrdo de sono com qualidade, contribuindo para o despertar varias
vezes durante o sono (5). Pessoas com sobrecarga emocional tém dificuldade em
manter o sono, tém menor tempo de sono profundo, consequentemente 0 sono mais
fragmentado quando comparado ao de individuos saudaveis (6,7), sendo os idosos
a populagdo mais prejudicada, pois seu padrédo de sono com qualidade tende a
declinar com o avancar da idade (7). Além disso, a falta de sono produz sintomas
gue coincidem com os mecanismos fisioldgicos observados durante o estresse e
depressao (8).

Este complexo de disturbios formado pela qualidade do sono ruim, pelo
estresse e depressdo também pode estar associado ao sistema imune,
principalmente no envelhecimento (9—11). No envelhecimento, o sistema imune esta

associado a uma reducao da eficiéncia tanto na imunidade inata quanto do sistema
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imune adaptativo (12). As evidéncias recentes sugerem que os fatores de estresse
psicoldgico, depressao e qualidade do sono ruim ndo estdo apenas envolvidos em
imunossenescéncia mas também podem ser associados com envelhecimento
precoce (9,10).

Atualmente tem sido discutida a influéncia de intervengbes que produzem
relaxamento, como a acupuntura, sobre as células imunoldgicas. Alguns dados
afirmam que idosos estritamente saudaveis sdo um pouco mais protegidos da
exposicdo ao estresse e apresentam fungbes neuro-imuno-enddcrinas normais.
Além disso, dados recentes num estudo preliminar do nosso grupo sugerem que a
acupuntura é capaz de atenuar a sobrecarga emocional, diminuir o estresse e
atenuar o processo de imunossenescéncia (13). Dessa forma podemos pressupor
gue intervengBes como a acupuntura possam também influenciar positivamente as
fungbes imunes, mantendo os niveis de estresse controlados, contribuindo dessa
forma positiva na qualidade do sono dos idosos além de diminuir a sobrecarga
emocional.

O estudo aqui apresentado € de carater interdisciplinar e intervencional, com
desenho simples-cego e randomizado. Analisou-se analisar os efeitos de uma
intervencdo de acupuntura sobre certos aspectos psicolégicos (depressédo e
estresse), a qualidade do sono e marcadores celulares da imunossenescéncia em

idosos aparentemente saudaveis.
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1.2 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.2.1 O envelhecimento e seus aspectos imunologicos, emocionais e qualidade do
sono

O envelhecimento € um processo natural e progressivo no ser humano,
acompanhado de mudancas tanto fisicas, funcionais e psicolégicas. O Brasil
apresenta uma maior taxa de idosos na populacdo quando comparamos o0 século 21
com os demais, devido a uma maior atencdo basica a saude, maior disponibilidade
de recursos como medicamentos, exames e medidas preventivas. Desta forma,
conseguir viver por mais tempo com saude e qualidade sdo desafios para a terceira
idade. A velhice sem qualidade pode estar associada a problemas de saude, perda
da qualidade do sono, depressdo, problemas psicolégicos incluindo niveis
aumentados de estresse e ansiedade, entre outros fatores que nao séo positivos
para um envelhecimento saudavel (14).

Dentre as dificuldades que surgem no envelhecimento, a ma qualidade do
sono € impactante para a saude do idoso (15). O sono é imprescindivel para a
manutencdo de uma vida saudavel, influenciando condi¢@es fisicas, psicolégicas e
sociais (16). De acordo com alguns estudos, diversas mudancas na qualidade do
sono podem ocorrer ao longo do envelhecimento, sendo as queixas mais frequentes
o aumento dos despertares apds inicio do sono, dificuldade em adormecer
novamente, diminuicdo das horas dormidas, contribuindo para uma ma qualidade do
sono global (17). No Brasil, metade da populacdo idosa apresenta transtornos
relacionados ao sono, o que prejudica a saude fisica, cognitiva, emocional e diminui
a qualidade de vida aumentando a morbidade e mortalidade (17).

Porém a qualidade do sono ruim € uma situacdo que nao anda sozinha na
terceira idade, geralmente ela vem acompanhada de problemas psicolégicos como a
depresséo e o estresse e reciprocamente (7). Aproximadamente 80% dos pacientes
gue possuem sintomas depressivos apresentam queixas relacionadas a mudancas
na qualidade do sono. A insbnia é uma das principais alteracdes, considerada um
importante fator de associacdo ao aumento do risco de depressdo (18). A

sobrecarga emocional dos idosos levaria a uma qualidade do sono ruim,
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contribuindo para um envelhecimento prematuro e a diversos outros aspectos,
incluindo a imunossenescéncia (9).

A imunossenescéncia € caracterizada por uma reestruturacdo celular e
funcional do sistema imune (4,9). A imunossenescéncia envolve tanto a imunidade
inata como a adaptativa e quase todos os componentes do sistema imune Ssao
alterados. Uma das principais alteragbes do sistema imune durante o
envelhecimento € um aumento gradual de respostas inflamatodrias, conhecido como
“‘inflammaging” (2). O processo de envelhecimento parece afetar tanto a imunidade
inata, representada principalmente por mondcitos, células NK e células dendriticas,
quanto a imunidade adaptativa, representada pelos linfécitos T e B. Porém, elas sao
afetadas de maneiras diferentes: a imunidade inata parece ser melhor preservada,
enquanto que a imunidade adaptativa manifesta profundas modificacfes
dependentes da idade, que sdo frequentemente prejudiciais (19,20). Além disso, 0s
linfécitos B de idosos produzem menos anticorpos contra novos antigenos do que
jovens adultos — fato esse associado com risco aumentado para certas doencas
cronicas, infeccbes virais e bacterianas repetidas (19,20). O estresse crénico pode
ser um dos fatores que deixa individuos idosos mais vulneraveis as doencas
relacionadas com a idade, por acelerar aspectos cognitivos, emocionais e

imunolégicos do envelhecimento saudavel (2,21).

1.2.3 Mecanismos de acao da acupuntura

A acupuntura € uma técnica que consiste na insercdo de agulhas muito
finas e determinados pontos distribuidos ao longo do corpo, estes pontos sao
denominados acupontos e os canais pelos quais séo distribuidos sdo denominados
meridianos. Em diversos procedimentos a agulha inserida no acuponto pode ser
estimulada (22). Segundo a teoria da Medicina Tradicional Chinesa, a estimulagao
de pontos de acupuntura provoca resposta funcionais que podem ser utilizadas para
tratar diversas doencas (23). Os acupontos estdo localizados em meridianos
proximos de nervos periféricos e suas bifurcacdes, anexos neuromusculares, vasos
sanguineos e ligamentos (24).

Essa terapia, incluindo acupuntura e eletro acupuntura, tem atraido a atencéo
de muitos pesquisadores. Varios estudos demonstraram que 0 sistema nervoso,

neurotransmissores e substancias enddgenas podem responder a estimulos do
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agulhamento da acupuntura e eletroacupuntura. Uma abundéancia de informacdes ja
acumulada sobre o0s mecanismos neurobiolégicos da acupuntura, dentre o0s
principais mecanismos de acdo ja identificados, pode-se incluir a influéncia da
acupuntura sobre a secrecao local de mediadores como a substancia P e as aminas
vaso-ativas (histamina e serotonina), esses mediadores séo liberados das células
em resposta ao estimulo da agulha (25,26).

A acupuntura também pode influenciar a analgesia, pois envolve a
estimulacdo de nervos de pequeno diametro, que levam mensagem a espinhal, o
que ativa neurbnios do tronco cerebral e do hipotalamo disparando mecanismos de
opioides enddgenos. A resposta é sobre as endorfinas, encefalinas e hormonios
relacionados a estresse (25,26).

Outra forma de acdo da acupuntura é estimulacdo na expressao genética de
neuropeptidios (sdo peptideos liberados por neurbnios como mensageiros
intracelulares ou também s&o hormoénios liberados por células ndo neuronais). O
aumento de beta-endorfina foi proposto para explicar o efeito analgésico da
acupuntura, o que contribui para diminuicdo da sensacao dolorosa, e facilitacdo de
sensacoes de relaxamento e bem-estar, embora ndo explique a agado da acupuntura
em outras condi¢cdes. Como ac¢ao parecida aos anti-inflamatorios a acupuntura inibe
a permeabilidade vascular, limita a aderéncia leucocitaria ao endotélio vascular e
suprime a reacao exsudativa. O estimulo por acupuntura pode induzir o 6xido nitrico
enddgeno no nucleo gracil, que desempenha um papel importante na regulacéo de
dor e homeostase cardiovascular (25,26).

Em estudos com ressonancia magnética funcional ou tomografia por emissao
de pésitrons demonstram que a acupuntura tem efeito na atividade cerebral em
areas previsiveis, relacionadas a pontos especificos. Por exemplo, pontos
relacionados a visdo e a audicdo estimulam areas cerebrais visuais e auditivas,
respectivamente (27).

Os mecanismos de acao dos pontos de acupuntura utilizados neste trabalho
foram selecionados com base em estudos que verificaram seus beneficios para
melhorar a qualidade do sono, diminuir o estresse (28) e a depressao (29) e ainda
esse pontos se inter-relacionam beneficamente com as células do sistema imune
principalmente aquelas que possuem relagcdo com a imunossenescéncia (13,28) e
com o sono (30).
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1.2.4 Acupuntura na Qualidade do Sono e Sintomas psicologicos

A acupuntura é uma medicina complementar e alternativa que tem sido
aplicada cada vez mais no tratamento psiquiatrico e emocional, ganhando seu
embasamento cientifico devido a diversos estudos comprovarem seus efeitos
benéficos (29). Dados mostram que a eletroacupuntura tem os mesmos efeitos
terapéuticos que drogas convencionais como a fluoxetina para o tratamento de
pacientes com Transtorno Depressivo. Além disso, ela se mostra eficaz também em
acelerar a resposta clinica aos inibidores da recaptacdo da serotonina e evitar o
agravamento da depresséo (31).

Além de ser benéfica em sintomas psicoldgicos, estresse, transtornos
depressivos, a acupuntura também se mostra eficaz no tratamento de disturbios do
sono e é usada para melhorar a qualidade do sono (32). A eletroacupuntura atua
como tratamento adicional para a insbGnia e pode produzir bons resultados na
qualidade do sono (33). Um estudo conseguiu comparar a a¢ao da eletroacupuntura,
acupuntura minima e acupuntura placebo no tratamento da insénia associado com
transtorno depressivo maior, sendo que encontrou-se uma vantagem da
eletroacupuntura e acupuntura minima sobre a acupuntura placebo nao-invasivo
como um tratamento adicional para a insénia porém, no transtorno depressivo maior
nao teve efeitos significativos, talvez devido a escolha dos pontos ser exclusiva para
problemas relacionado ao sono como Yintang (EX-HN3), Baihui (GV20), bilateral
Shenmen, Sishencong (EX-HN1), e Anmian (EX) e pontos que nao sao relacionados
ao transtorno depressivo maior (33).

Outros dados sugerem ainda que a acupuntura pode ser efetiva para a
melhoria da qualidade de sono dos trabalhadores obesos de um hospital
universitario. Estes dados indicam que esta técnica pode ser utilizada como
estratégia eficaz na promocéo da qualidade de vida desta populacdo em especifico,
principalmente devido a natureza do processo de trabalho em ambientes
hospitalares, que se caracteriza como desgastante e geradora de disturbios do sono,
devido as longas jornadas, processo de trabalho em constante estresse, entre
outros. Um fator limitante importante para este estudo foi a auséncia de grupo
controle no delineamento do estudo, o qual proveria nivel de evidéncia mais forte

aos resultados encontrados (5).
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1.2.5 Acupuntura e o Sistema Imunoldgico

Na atualidade a acupuntura estd sendo cada vez mais utilizada para o
tratamento de diversas patologias, mas ainda temos duvidas em seus mecanismos
de acdo e nos efeitos fisioldgicos. Um estudo anterior realizado pelo nosso grupo de
pesquisa procurou abordar a acdo da acupuntura sobre o sistema imunoldgico e os
aspectos psicolégicos de idosos e adultos saudaveis (13). Este estudo indicou
resultados alentadores com apenas trés acupontos especificos (LI14, SP6, ST36) na
diminuicdo da carga emocional (estresse e ansiedade), como também o aumento da
proliferacdo das células T, contribuindo assim para a imunidade adaptativa. Além
disso, o aumento da proliferacdo celular dos idosos ao término das sessfes de
acupuntura indica que o tratamento de acupuntura pode interferir positivamente no
processo de imunossenescéncia (13).

A acupuntura tem impacto benéfico sobre varias fung¢des imunologicas,
incluindo as células T (34) células B (35) e as células NK (34,35). O ponto ST36 é
muito usado para melhorar o funcionamento imune. A eletroacupuntura utilizada no
ponto ST36 em ratos reduziu significativamente a incidéncia de artrite induzida por
colageno, e também Interleucina 6 (IL-6), Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
Interferon gama (IFN-y), Imunoglobulina G (IgG) e Imunoglobulina M (IgM) no soro
de roedores com artrite induzida por colageno impedido a destruicdo da articulagcéo
do joelho (36). A eletroacupuntura também reduziu o nimero de células T ativadas
(CD69+CD3+) e CD11a+CD19+ (36). Por essa razédo o ponto ST36 é conhecido de
acuponto de “imuno-refor¢o”, por ser o ponto mais comumente usado com a
finalidade de reforco imunol6gico(36). Considera-se que o agulhamento no ST36 em
conjunto com outros pontos bem escolhidos levaria a uma resposta imune mais
eficaz (36).

A eletroacupuntura, uma parte integrante da medicina chinesa antiga, tem
sido usada para tratar inimeras doengas e sintomas como a dor na pratica clinica.
Evidéncias sugerem que ela pode melhorar a funcdo imunitaria apds trauma
cirdrgico tanto em animais quanto em seres humanos. Estudos demonstraram que
eletroacupuntura no acuponto Zusanli (ST36) pode aumentar a proliferacdo e

producdo de linfocitos e IL-2 em ratos cirurgicamente traumatizada e a producgéo
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IFN-y do baco nos ratos. Cirurgia e trauma induzem altera¢des na resposta imune,
mostrando um padrdao predominante de ativacdo de Thl e Th2. Trauma, estresse
cirdrgico, estdo associados com a supressao imune pés-operatoria e aumento da
susceptibilidade a infeccdo. O grupo que recebeu a eletroacupuntura, aumentou as
expressodes de Thl, suprimiu expressdes Th2 e do mRNA, e aumentou as atividades
de ERK1/2 em comparacdo com o grupo de trauma (37) .

Foram investigados os efeitos de regulamentacdo da producé&o de citocinas
no sangue periférico de pacientes com asma (AP) por SOOJI Chim (Acupuntura
Koryo da Mao). Nesse caso, 0s sinais clinicos da asma melhoraram
consideravelmente. Em sangue periférico de pacientes asmaticos, a média dos
niveis plasmaticos de IL-2 e IL-6 foram diminuidas, enquanto IFN-y, IL-4 e TNF-a
foram aumentadas. Depois de acupuntura IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-6 foram elevados e
TNF-a foi reduzida. Estes resultados indicam que Acupuntura Koryo tem um efeito
bom no tratamento da asma e na melhora do sistema imune, e que a sua agéo pode
ser devido a regulagéo da producao de citocinas (38).

Na rinite alérgica, concentracdes plasmaticas de IL-2, IL-6 e IL-10 foram
determinados antes e depois da acupuntura, em comparacdo com controles
saudaveis. Em todos os pacientes afetados por rinite alérgica, os niveis de IL-10
estavam aumentados antes da acupuntura verdadeira, acupuntura sham (grupo que
recebeu acupuntura falsa) e nos pacientes que nao receberam tratamento. No grupo
da acupuntura verdadeira a IL-10 foi encontrada reduzida. Por outro lado, naqueles
pacientes tratados com placebo de acupuntura, bem como em pacientes nao
tratados, os valores de IL-10 mantiveram-se elevados e inalterados. Desse modo,
conclui-se que o tratamento com acupuntura pode reduzir os niveis plasmaticos de

IL-10 na rinite alérgica crbnica (39).
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1.3 OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os efeitos de um protocolo de intervencdo de acupuntura sobre a
sintomas psicolégicos, qualidade do sono e aspectos imunolégicos em idosos

aparentemente saudaveis.

Objetivos especificos

. Avaliar a qualidade do sono pré e poés protocolo de intervencdo de
acupuntura nos idosos.

o Investigar parametros da carga emocional (estresse e depressao) pré e
pés protocolo de intervencgdo de acupuntura nos idosos.

o Investigar os aspectos imunoldgicos pré e pos protocolo de intervencao

de acupuntura nos idosos.
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ABSTRACT

Poor sleep in elderly populations is associated with detrimental physical,
psychological and physiological changes including premature immunosenescence.
Interventions aimed to alleviate stress may be thus valuable to mitigate the impact on
the sleep quality and immune system during aging. Here, we evaluated the
effectiveness of acupuncture in ameliorating the quality of sleep, psychological
distress and immunosenescence in older adults. Forty-eight community-dwelling
older adults were randomized into true (n=24) or placebo (n=24) acupuncture. The
intervention consisted of ten sessions (twice weekly) and the acupoints involved were
the SP6 (sanyinjiao), LI4 (hegu), ST36 (zusanli), LR3 (taichong), PC6 (neiguan), and
EX-NH3 (yintang). Placebo needles (placebo group) were also inserted at superficial
sites far from true acupuncture points. Subjects were examined before and after the
intervention. The quality of sleep, depression and stress scores were evaluated by
the Pittsburgh Sleep Quality index (PSQI), Beck Depression Inventory (BDI II) and
Perceived Stress Scale, respectively. Peripheral blood mononuclear cells were
isolated and lymphocytes immunophenotyped for CD4+ T cells, CD8+ T cells, B
cells, natural killer cells, and activated and regulatory T cells. Both groups were
homogenous at baseline. Acupuncture was highly effective for improving the quality
of sleep (-53.23%; p<0.01), depression (-48.41%; p<0.01), and stress (-25.46%;
p<0.01). However, no changes were observed across the lymphocytes following the
intervention. In conclusion, the acupuncture was effective for improving the quality of
sleep and attenuating psychological distress in the elderly. Further studies are

needed to investigate the impact of acupuncture on immunity.

Keywords: Aging, depression, stress, lymphocytes, acupuncture, immunity.
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INTRODUCTION

Sleep is essential for maintaining a healthy lifestyle, influencing psychosocial
and physiological conditions (Luo et al. 2013). The elderly populations are at
particular risk of sleep-related pathologies and poor quality of sleep is frequently
related with waking up several times during sleep, difficulty in falling asleep,
reduction of hours of sleep and getting up earlier than usual (Bollinger et al. 2010).
Poor sleep in elderly populations can lead to detrimental physical, psychological and
physiological changes (Maglione et al. 2012; Lo & Lee 2012) such as increased
cortisol levels (Copinschi & Caufriez 2013), decreased melatonin (Lemoine et al.

2007) and premature immunosenescence (Bollinger et al. 2010).

Immunosenescence is associated with restructuring changes in both
enumerative and functional cellular activities during aging (Bauer & De la Fuente
2008; Ostan et al. 2008). According to previous studies, healthy aging has been
associated with increased psychological distress and correlated premature aging of
the immune system (Bauer et al. 2009; Morimoto & Alexopoulos 2011). It has also
been shown that stress significantly impairs the quality of sleep (Kulmala et al. 2013;
Teraoka et al. 2013) and poor sleep has been associated with several immune
changes mimicking early immunosenescence, including functional changes of
antigen-presenting cells (Dimitrov et al. 2007), regulatory T cells, and reduced NK, T
and B cells (Heiser et al. 2000; Bollinger & Bollinger 2009; Besedovsky et al. 2012).
Some authors claim that sleep and the circadian system are strong regulators of
immunological processes (Bollinger et al. 2010). Therefore, interventions aimed at
alleviating stress in the elderly may also ameliorate the quality of sleep and
associated immune measures.

Recently, the effects of acupuncture in promoting relaxation and modulating
immunosenescence have been investigated. A previous preliminary study by our
group reported the beneficial effects of acupuncture in attenuating psychological
distress and immunosenescence in the elderly (Pavao et al. 2010). Regarding the
latter, acupuncture was highly effective for restoring T-cell proliferation, an important
feature of cellular senescence, to those levels found in young adults. However, the
main effects were not duly controlled as no placebo group was employed.

Acupuncture has also been shown to be beneficial for several immune functions,
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including T cells, B cells and NK cells (Johnston et al. 2011; Yamaguchi et al. 2007).
However, previous studies did not investigate the impact of acupuncture on sleep
quality and associated immunological markers. In addition, because of poorly
executed studies, problems in the selection criteria and a lack of control groups (Liu
et al. 2011; Cassidy 2009), the mechanisms of action of acupuncture and its
physiological effects are not clearly understood.

The main objective of this work is to investigate the effects of acupuncture on
stress levels, quality of sleep and cellular immunosenescence in healthy elderly

subjects.

METHODS

Study design

This is a randomized, single-blind analytical study with intervention. We
followed the ReBEC (Brazilian Registry for Clinical Trials) recommendations in the
designing and reporting of controlled trials.

Subjects

One hundred and forty-five adults were recruited from an ad in the local
newspaper. The subjects contacted us and provided more information about the
survey, subsequently scheduling the first interview. Subjects were contacted by
phone to address the general health status of the selection criteria. Inclusion criteria
were being older than 60 years, being in good health and having time available to
perform the intervention. Exclusion criteria were current or recent use of
benzodiazepines or other drugs for the treatment of insomnia and depression; use of
glucocorticoids; chronic inflammatory conditions, current infections, neoplasias,
heart, renal, gastrointestinal, lung, neurodegenerative, hematological or endocrine

diseases; immunodeficiencies; mood disorders; and undernourishment. Acupuncture
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treatment was provided free of charge, including for those interested in the placebo
group at the end of the study protocol.

Forty-eight older adults were randomly assigned to placebo acupuncture
(n=24) and true acupuncture (n=24). All subjects included in the study were informed
about the study procedures. All information collected that could identify the patient
was kept confidential and all subjects provided their written informed consent before
inclusion in the study, approved by the Ethical Committees of PUCRS.

Intervention

Subjects were instructed that they would be randomly assigned to two groups:
traditional (true) acupuncture or placebo acupuncture. Elderly subjects with previous
experience with acupuncture were allocated to the true acupuncture group. Due to
the nature of this intervention, it was not possible to blind the only acupuncturist in

this study.

The questionnaires and the data were analyzed by staff research assistants
who were blinded to the group allocation protocol. To characterize the study sample,
socio-demographic data and information on the clinical status of the elderly were
obtained through questionnaires and completed at the first contact with the elderly.
Blood samples were drawn before and two days following the last session to assess
immune parameters along with sleep and psychological questionnaires (Yeung et al.
2011; Yeung et al. 2009).

The acupuncture treatment was performed at the outpatient elderly clinic of
the Institute of Geriatrics and Gerontology of S&o Lucas Hospital (Porto Alegre,
Brazil). The interventions were performed on individuals lying down on a stretcher.
Sterile disposable needles were inserted at points SP6 (sanyinjiao), LI4 (hegu), ST36
(zusanli), LR3 (taichong), PC6 (neiguan), and EX-NH3 (yintang) (Figure 1). Each
session lasted for 25 minutes and the needles were frequently stimulated. The
frequency was twice weekly sessions, and there were ten sessions in total. This
treatment duration was chosen to examine the short-term effects of acupuncture
(Pavéao et al. 2010).
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Traditional acupuncture and placebo acupuncture were performed by a
licensed acupuncturist with previous experience. In the sham group, placebo needles
were inserted at sites far from true acupuncture points. The insertion depth was
minimal and superficial. These points were not stimulated and the frequency of

treatment was the same as the true acupuncture group.

#i#HH FIGURE 1 HERE ###H#HH#

Measures

Levels of stress and depression, quality of sleep, and immune measures were
monitored at two points in this study: before the first session and two days after the

last acupuncture session.

The Beck Depression Inventory (BDI) is a self-report scale with 21 items, each
with four possible answers, corresponding to increasing levels of severity of
depression, which are assigned scores between 0 and 3. The scoring varied from 0
to 63, corresponding to the intensity of the symptoms of depression, which was
classified accordingly to minimal (0-11), mild (12-19), moderate (20—35) or severe
(36-63) (Gomes-Oliveira et al. 2012; Wang & Gorenstein 2013).

The Perceived Stress Scale was translated into Portuguese and consisted of
14 questions. The inventory has been shown to be easy and reliable for measuring

perceived stress, showing adequate psychometric qualities (Andrade 2007).

The Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) is a questionnaire that provides
guantitative and qualitative information on sleep, translated and validated for the
Portuguese (Bertolazi et al. 2011). It was developed by DJ Buysse in 1989 (Buysse,
DJ, Reynolds CF, Monk TH, Berman SR 1989) and evaluates the quality of sleep
compared to the previous month. It was developed with the goal of providing a
standardized measure of sleep quality that is easy to answer and interpret (Bertolazi

et al. 2011). The score ranges from 0 to 21 points, corresponding to good quality of
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sleep (0-4), bad sleep (5-10) and suggesting the presence of a sleep disorder (>
10).

Blood collection and lymphocyte isolation

Ten milliliters of peripheral blood were collected by venipuncture and stored in
EDTA tubes prior to analyses. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
isolated by density gradient centrifugation (30 min at 900 g). Cells were counted by
means of microscopy (100 x) and viability always exceeded 95%, as judged from
their ability to exclude Trypan Blue (Sigma, St Louis, MO). PBMCs were
resuspended in buffer saline and adjusted to yield a final concentration of 2x10°
cells/well (do Prado et al. 2012).

Immunophenotyping

A comprehensive panel of lymphocyte subsets commonly associated with
stress or sleep impairment was identified by multicolor flow cytometry. In order to
evaluate specific lymphocyte subsets, cells were stained for 30 min with
combinations of the following monoclonal antibodies: anti-CD3 FITC (T cells), anti-
CD4 PE and FITC (helper T cells), anti-CD8 PE (cytotoxic T cells), anti-CD19 PE (B
cells), anti-CD56 FITC (NK cells), anti-CD28 FITC (regulatory/senescence T cells),
and anti-CD69 FITC (early activated cells), all from BD Biosciences, San Jose, CA,
USA. Immediately after staining, cells were washed, resuspended and analyzed by
flow cytometry. A minimum of 20,000 lymphocytes were identified by size (FSC) and
granularity (SSC) and acquired with an FACS Canto Il flow cytometer (BD
Biosciences). Data were analyzed using the Flowjo 7.2.5 software (Tree Star Inc.,
Ashland, Or, USA).

Statistical analyses
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All variables were tested for homogeneity of variance and normality of
distribution by means of the Levene and Kolmogorov-Smirnov tests, respectively. For
continuous variables, differences were assessed by independent or paired T tests.
The Wilcoxon test was employed when variables assumed a non-normal distribution.
Differences in proportions between groups were compared by means of the chi-
square () test. Statistical analyses were conducted using the Statistical Package for
Social Sciences, SPSS Statistics 18.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The

significance level was set at a=0.05.

RESULTS

Socio-demographic and psychological data at baseline

Socio-demographic characteristics of the study population are shown in
Table 1. Elderly subjects randomized into true or placebo acupuncture groups were
homogenous regarding the demographic and clinical characteristics at baseline (all p
> 0.05). None of them were smokers. However, both groups reported poor quality of

sleep (Table 1), with mean global PSQI scores higher than five.

#itHH TABLE 1 HERE #######

Efficacy of quality of sleep, stress and depression

At baseline, both placebo and true acupuncture groups reported similar levels
of stress, depression and sleep quality (Table 1). The acupuncture significantly
reduced the PSQI scores (-53.23%; p<0.01), indicating a significant improvement in
the sleep quality (Figure 2A). Furthermore, true acupuncture was effective in
attenuating stress (-25.46%; p<0.01) and depression scores (-48.41%; p<0.01),
suggesting a relaxation effect (Figure 2A). No significant changes were observed in
the placebo group (Figure 2B).
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Immunosenescence markers

We investigated a comprehensive set of lymphocyte subpopulations
commonly associated with aging, stress or sleep disturbances. At baseline, both
placebo and true acupuncture groups reported similar percentages of lymphocyte
subsets (data not shown). Furthermore, the immunological parameters did not vary
following the placebo or true intervention (Table 2). We also investigated the
independent relationships between psychological/PSQI scores and lymphocyte
subsets at baseline and following the intervention. No significant correlations were
noted between variables at baseline or following placebo acupuncture. However,
perceived stress scores (PSS) were found negatively correlated with CD3+CD4+ (Th)
cells following the true acupuncture (r = -0.47, p = 0.006); a similar statistical trend
was observed for depression scores (BDI) and CD3+CD4+ T cells following the true

acupuncture (r = -0.37, p = 0.08).

#H#HH##H TABLE 2 HERE #####H##

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first study to address the effects of
acupuncture on sleep quality, psychological stress and immunological markers
during aging. A randomized, placebo-controlled study allowed us to demonstrate the

real effects of acupuncture.

Our major findings indicate that acupuncture was highly effective in improving
sleep quality and promoting relaxation in the healthy elderly. These data are in
agreement with other studies using traditional acupuncture (Yeung et al. 2011; Pavao
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et al. 2010; Arranz et al. 2007). Stressful and depressive events are deleterious for
the general health of elderly populations because of their effects in promoting bad
lifestyles, sleep disturbances, poor cognitive functioning, and poor physical health,
and exacerbating chronic inflammatory conditions (Seib et al. 2014). This is the first
randomized, placebo-controlled study to address the impact of acupuncture on
quality of sleep or relaxation in the elderly. The findings concerning the quality of
sleep are consistent with previous studies involving young adults with sleep
disturbances including residual or primary insomnia (Yeung et al. 2011; Cao et al.
2009; Gao et al. 2013; Tu et al. 2012; Hachul et al. 2013).

Sun (2013), in a six-week intervention study with major depressive disorder
(MDD), found similar antidepressive effects of eletroacupuncture (EA) as compared
to fluoxetine-treated patients. EA had a faster onset of action, better response rate,
and better improvement rate than fluoxetine. Interestingly, both fluoxetine and EA
treatment restored the normal concentration of glial cell line-derived neurotrophic
factor (GDNF) in the serum of MDD patients. GDNF plays an important role in the
pathogenesis of MDD and might be a biomarker for damage to nerve cells.
Interestingly, that study employed similar acupoints to ours (i.e. ST36, SP6, PC6, and
LR3) (Sun et al. 2013). In summary, acupuncture can be a good intervention method
for ameliorating psychological distress and depressive symptoms, thereby promoting

relaxation and well-being.

Previous studies have reported the positive effects of acupuncture in several
aspects of immunity (Ye et al. 2007; Pavao et al. 2010). However, no changes in
peripheral lymphocyte subsets were observed here following the intervention. We
investigated lymphocyte subpopulations commonly associated with aging, stress or
sleep disturbances. Several lines of evidence suggest that sleep regulation and
immune responses are linked (Krueger 2008). A previous preliminary work from our
group, using a similar protocol, showed that acupuncture significantly augmented the
T-cell proliferation in the elderly to those levels found in young adults (Pavéao et al.
2010). It should be kept in mind that enumerative changes in peripheral lymphocytes
are not necessarily related to correspondent functional changes, and vice versa.
Therefore, future studies shall investigate both phenotypic markers and functional
assays to better describe the role of acupuncture for immunosenescence. Elderly

populations with stronger immunity live longer and impaired immune responses are
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correlated with increased morbidity and mortality in the elderly (Ostan et al. 2008).
Besedovsky and colleagues (2012) have already demonstrated that adequate sleep
helps fight infection and improves the immunity after vaccinations (Besedovsky et al.
2012). Moreover, some infections require more sleep intensity (Preston et al. 2009).
Interestingly, an increase in sleep duration was strongly associated with an increased
number of circulating immune cells (Preston et al. 2009). Thus, sleep can not only

help recovery from infections, but also increases the strength of the immune system.

This study had some limitations. First, we do not measure potential side
effects. In general, the use of acupuncture for the treatment of patients with sleep
disorders, depression and stress-related disorders shows good adhesion to its high
efficiency because the only major side effect is (tolerable) pain. Second, our sample
size was relatively small and a stronger statistical power may be necessary to
demonstrate the beneficial effects of acupuncture for immunosenescence. Thirdly,
blood samples were collected only at the beginning and at the end of treatment.
Therefore we could not demonstrate the potential immune-related changes during
the treatment. Finally, in future trials, additional biomarkers, including cytokines,

hormones, and functional assays, should also be investigated.

In conclusion, the rigorous methodology employed in this study ensured the
reliability of the results concerning the improved quality of sleep and relaxation
effects involved with acupuncture during aging. New studies are needed to
investigate the impact of acupuncture on immunity, especially in elderly populations
at risk of several pathologies and infections related to decrements described during

immunosenescence.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Acupoints involved in this intervention. A: EX-NH3 (yintang); B: PC6
(neiguan); C: SP6 (sanyinjiao); D: LI4 (hegu); E: LR3 (taichong); and F: ST36

(zusanli).

Figure 2. (A) Main effects of true acupuncture for depression, stress and sleep
quality. (B) Main effects of placebo acupuncture for depression, stress and sleep
quality. Statistically significant differences are indicated: *** p<0.0001 and * p<0.01.

Data were analyzed by paired T tests.
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Table 1. Characteristics of the studied populations at baseline.

True Placebo

Acupuncture Acupuncture P-value
Age, yrs (mean + SD) 67.13+4.9 65.75+ 3.8 0.33
Sex, male/female 5/19 5/19 0.94
BMI (mean + SD) 26.04 £ 4.6 24.37 £6.2 0.62
Education (yrs) 14+£25 13.29+2.8 0.24
Monthly income ($) 2,475.26 2,413.36 0.93
Alcohol use (yes/no) 7117 11/13 0.20
Physical exercise (hours/week) 3.03+2.0 242+24 0.44
Stress (basal) 20.75+7.3 20.21 £10.1 0.08
Depression (basal) 1346 +7.1 11.67£6.6 0.97
PSQI (basal) 8.04+4.0 7.63+3.71 0.74

Data shown as mean (M) * standard deviation (SD). Abbreviations: BMI, body mass
index. PSQI, Pittsburgh Sleep Quality Index. Data were analyzed by Student t test or

chi-square (x°) test.
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Table 2. Immunophenotyping of lymphocyte subsets. Data were analyzed by paired
T tests and results are shown as percentage of positive markers (mean + SE).

Markers Cell Type  True Acupuncture  P-value Placebo Acupuncture P-value
CD3+CD4+ (Pre) Th 49.12 +2.31 0.76 48.99+1.6 0.32
CD3+CD4+ (Post) 48.33 +2.09 46.45+1.8

CD3+CD8+ (Pre) Tc 19.52 + 3.6 0.29 22.62+2.0 0.81
CD3+CD8+ (Post) 23.17+2.6 21.94+3.0

CD3-CD19+ (Pre) B 8.08+1.25 0.91 8.0+1.0 0.09
CD3-CD19+ (Post) 8.24+0.8 10.6+1.5

CD3-CD56+ (Pre) NK 12.22+2.1 0.41 1472+ 1.8 0.12
CD3-CD56+ (Post) 14.75+1.9 1247 +1.1

CD4+CD25+ (Pre) f‘ecltlivated T 11.20+£5.20 0.45 6.49+1.1 0.34
CD4+CD25+ (Post) 7.04 £0.98 5.13+0.7

CD3+CD69+ (Pre) ,CA;clivated T 0.66 +0.1 0.99 0.68+0.1 0.25
CD3+CD69+ (Post) 0.66 £ 0.1 0.55+0.1

CD8+CD28- (Pre) ?ecgelljllatory 20.11+35 0.57 17.38+1.6 0.56
CD8+CD28- (Post) 18.31+1.3 16.20+ 1.7
CD8+CD28+ (Pre) /éj:vated T 995+2.0 057 117414 0.29
CD8+CD28+ (Post) 8.65+ 1.0 9.1+1.3

Abbreviations: Th=T helper cell; Tc=T cytotoxic cell. Statistically significant differences are

indicated (T test for related samples and Wilcoxon test for samples not normal): * p < 0.05,

**xp < 0.01.
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3.1 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados nessa dissertacdo apoiam a hipétese da
acupuntura contribuir no tratamento do estresse, depressdao e na melhora da
qualidade do sono.

Embora existam estudos prévios que mostram bons resultados da acupuntura
para estresse, depressdo e qualidade do sono, esse € o primeiro trabalho que
verificou relacbes entre o sistema imunoldgico e qualidade do sono, estresse e
depressdo. A qualidade do sono bem como os sintomas psicologicos foram
evidenciados pela aplicacdo de questionarios especificos. Estes questionarios nos
forneceram escores de avaliagdo do indice de qualidade do sono (PSQI) e indices
de estresse e depressdo (Escala de estresse percebi e BDI-Il). Além disso, nés
pudemos constatar que ndo houve relacdo entre a melhora do escores e a
porcentagens de subtipos linfocitarios (CD3+CD4+; CD3+CD8+; CD3-CD19+; CD3-
CD56+; CD4+CD25+; CD3+CD69+; CD8+CD28-; CD8+CD28+). Estudos
experimentais (13) que avaliaram a proliferagdo de linfécitos em tratamento de
acupuntura para sintomas de estresse e depressao concluiram que acupuntura pode
influenciar a proliferacéo de linfocitos. Provavelmente, em nosso trabalho o tempo de
tratamento versus porcentagem do linfocitos foi um viés, outro detalhe talvez seja, a
falta de dosagem de alguns subtipos de linfécitos e também a relacdo da idade do
nosso grupo de pacientes (idosos com idade média de 67 anos) com relacéo a idade
média de individuo de outros grupos de pesquisa que correlacionaram acupuntura e
linfécitos (13,41). Em seu estudo Bossy indicou que a resposta a uma unica sessao
de acupuntura mostra um atraso de 12-24 horas e permanece em vigor por 5-7 dias,
com relacdo a este estudo, nossa pesquisa ndo demonstrou o efeito da acupuntura
em curto prazo, visto que 0s pacientes passaram por um periodo maior de sesséo e
nao foram avaliados estes parametros em diversos periodos da pesquisa, este
também possa ter sido outro ponto deficitario (42).

Embora alguns estudos tenham relacionado acupuntura a melhora da
gualidade do sono (30,32,43,44), nenhum estudo aborda o uso da acupuntura na
gualidade do sono, monitorando marcadores de imunossenescéncia e linfocitos

ligados ao sono, por este motivo, nosso estudo tem sem mostrado pioneiro nesta



41

area, sendo de grande importancia que mais estudos possam da sequéncia a esta
linha de pesquisa e avaliar melhor a influéncia da acupuntura nestes marcadores.

A depressao e o estresse crénico sdo caracterizados por imunossenescéncia
precoce (8,19,45). Com base nisso, alteracfes quantitativas e fenotipicas podem ser
observadas nas subpopulacdo de células imunolégicas periféricas. Neste estudo,
verificamos que a acupuntura pode melhorar a depressao e o estresse, € 0S N0SS0OS
resultados estdo de acordo com outros estudos em acupuntura, mas discordarmos
de dois estudos em que a acupuntura ndo teve resultado em transtorno depressivo
em relacéo ao seu grupo placebo (46,47). Entretanto ndo encontramos relagdo com
a diminuicdo de subtipos linfocitarios que caracterizam o processo de
imunossenescéncia, sendo assim, estudos futuros serdo necessarios para dar
sequéncia a esta investigacdo, visto que é de extrema importancia analisar os
efeitos a longo prazo, (meses de tratamento de acupuntura) e assim correlacionar a

melhora ao longo tempo do processo de imunossenescéncia.

3.2 CONCLUSAO

Levando em consideracdo o exposto, os achados deste trabalho corroboram
com estudos anteriores que observaram a melhora dos escorres de estresse e
depresséo, nossos dados respondem aos objetivos iniciais, pois além de contribuir
para a melhora da qualidade do sono, a acupuntura também melhorou os escorres
de estresse e depresséo, este trabalho também possibilitou a investigacdo dos
marcadores imunologicos. No entanto, mais estudos a respeito desta relagéao
deveriam ser realizados com o objetivo de verificar se a acupuntura influencia as
células imunes. O desenho experimental deste estudo ndo permitiu responder esta

questao, mas desperta para a necessidade de explorar melhor essas relacoes.
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ANEXOS

PROTOCOLO DE IDENTIFICACAO

1. DADOS DA PESQUISA
Nome do examinador:

Data da Aplicacdo do Questionario:
Questionario: () Pré-intervencao ( ) Poés-intervencao
Sujeito namero(ID) :
AVSaudavel - () Acupuntura Verdadeira — ldoso Saudavel
AFsaudavel - () Acupuntura Sham — ldoso Saudavel

2. IDENTIFICACAO:
Nome:

Idade:
Data de nascimento:
Sexo:

Estado civil:
Telefone: ()
Endereco:

Cidade:

Estado:

3. DADOS GERAIS:

Qual arenda

familiar?

Escolaridade: ( )Ensino fundamental ( ) Ensino médio ( )Ensino superior
Ocupacéo:

Peso:
Altura:
IMC:

Fumante: () Sim ( ) Nao

Consome bebidas alcoolicas? () Sim ( ) Néao
Se aresposta for sim: Qual frequéncia (quantas vezes por semana)?

Faz uso de algum medicamento? ( ) Sim ( ) Nao

Nome do medicamento Dose Data de inicio | Suspenséao
mg/dia




Sofre de alguma doenca crbénica? (Ex.: hipertenséo, neoplasia, diabetes,
hepatite C)

( )Sim ( )Nao

Qual?

SIM NAO

Infec¢gBes nas ultimas duas
semanas

Inflamagdes (agudas ou
cronicas)

Doencgas auto-imunes

Cardiopatias

Hipertenséo arterial

Desnutricao

Anemia

Depressédo com diagnostico
clinico

Doencgas neurodegenerativas

Neoplasias

Uso de hormonios
(glicocorticoides)

Tem hébito de fazer atividades fisicas?
(ex.: exercicios aerdbicos ou atividades em casa)
( )Sim ( ) Néo

Realiza quantas horas de exercicio fisico diario ou semanal?
( ) Diério: horas ( ) Semanal: horas



BDI-II

Nome: Idade:

Registro: Data:

InstrucBes: Este questionario consiste em 21 grupos de afirmacdes. Por favor, leia cada um deles
cuidadosamente. Depois, escolha um de cada grupo, o que melhor descreva 0 modo como vocé tem se
sentido nas Gltimas duas semanas, incluindo o dia de hoje. Marque com um circulo 0 ndmero
correspondente a afirmacdo escolhida. Verifique se ndo marcou mais de uma afirmacao.

1. Tristeza 6. Sentimentos de punicéo
0 Nao me sinto triste 0 Nao sinto que estou sendo punido(a).
1 Me sinto triste grande parte do tempo. 1 Sinto que posso ser punido(a).
2 Estou triste o tempo todo. 2 Eu acho que serei punido(a).
3 Estou tao triste ou tdo infeliz que nao 3 Sinto que estou sendo punido(a).

consigo suportar.
7. Autoestima

2. Pessimismo 0 Eu me sinto como sempre me senti em
0 N&o estou desanimado (a) a respeito do relagdo a mim mesmo(a).
meu futuro. 1 Perdi a confianga em mim mesmo(a).
1 Eu me sinto mais desanimado (a) a 2 Estou desapontado(a) comigo mesmo(a).
respeito do meu futuro do que de costume. 3 Nao gosto de mim.
2 Nao espero que as coisas déem certo para
mim. 8. Autocritica
3 Sinto que ndo ha esperang¢a quanto ao 0 N&o me critico nem me culpo mais do que
meu futuro. Acho que s6 vai piorar. o habitual.
1 Estou sendo mais critico(a) comigo
3. Fracasso passado mesmo(a) hoje do que costumava ser.
0 Nao me sinto um (a) fracassado (a). 2 Eu me critico por todos 0s meus erros.
1 Tenho fracassado mais do que deveria. 3 Eu me culpo por tudo de ruim que
2 Quando penso no passado vejo muitos acontece.
fracassos.
3 Sinto que como pessoa sou um fracasso 9. Pensamentos ou desejos suicidas
total. 0 Nao tenho nenhum pensamento de me
matar.
4. Perda de prazer 1 Tenho pensamentos de me matar, mas
0 Continuo sentindo 0 mesmo prazer que nao levaria isso a diante.
sentia com as coisas de que eu gosto. 2 Gostaria de me matar.
1 N&o sinto tanto prazer com as coisas como 3 Eu me mataria se tivesse oportunidade.

costumava sentir.
2 Tenho muito pouco prazer nas coisas que | 10. Choro

eu costumava gostar. 0 N&o choro mais do que chorava antes.
3 Né&o tenho mais nenhum prazer nas coisas 1 Choro mais agora do que costumava
que costumava gostar. chorar.
2 Choro por qualquer coisinha.
5. Sentimentos de culpa 3 Sinto vontade de chorar, mas ndo consigo.

0 Nao me sinto particularmente culpado (a).

1 Eu me sinto culpado(a) a respeito de
varias coisas que fiz e/ou que deveria ter
feito.

2 Eu me sinto culpado(a) a maior parte do
tempo.

3 Eu me sinto culpado(a) todo o tempo.




11.

12.

13.

14.

15.

16.

Agitacéo

0 Nao me sinto mais inquieto(a) ou
agitado(a) do que me sentia antes.

1 Eu me sinto mais inquieto(a) ou
agitado(a) do que me sentia antes.

2 Eu me sinto tao inquieto(a) ou
agitado(a) que é dificil ficar parado(a).

3 Estou tdo inquieto(a) ou agitado(a) que
tenho que estar sempre me mexendo ou
fazendo alguma coisa.

Perda de interesse

0 Nao perdi o interesse por outras pessoas
ou por minhas atividades.

1 Estou menos interessado pelas outras

pessoas ou coisas do que costumava estar.

2 Perdi quase todo o interesse por outras
pessoas ou coisas.
3 E dificil me interessar por algo.

Indecisdo

0 Tomo minhas decisdes tdo bem quanto
antes.

1 Acho mais dificil tomar decisGes agora do
que antes.

2 Tenho muito mais dificuldades em tomar
decisbes agora do que antes.

3 Tenho dificuldades pra tomar qualquer
deciséo.

Desvalorizacéo

0 Nao me sinto sem valor.

1 Nao me considero hoje tao atil ou ndo me
valorizo como antes.

2 Eu me sinto com menos valor quando me
comparo com outras pessoas.

3 Eu me sinto completamente sem valor.

Falta de energia

0 Tenho tanta energia hoje como sempre tive.

1 Tenho menos energia do que costumava
ter.

2 N&o tenho energia suficiente para fazer
muita coisa.

3 N&o tenho energia suficiente para nada.

Alteragdes no padréo de sono

0 Né&o percebi nenhuma mudanga no meu
sono.

1la Durmo um pouco mais do que o habitual.

1b Durmo um pouco menos do que o
habitual.

2a Durmo muito mais do que o habitual.

2b Durmo muito menos do que o habitual.

3a Durmo a maior parte do dia.

3b Acordo 1 ou 2 horas mais cedo e ndo
consigo voltar a dormir.

17.

18.

19.

20.

21.

Irritabilidade

0 N&o estou mais irritado(a) do que o
habitual.

1 Estou mais irritado(a) do que o habitual.

2 Estou muito mais irritado(a) do que o
habitual

3 Fico irritado(a) o tempo todo.

Alteragdes de apetite

0 N&o percebi nenhuma mudanga no meu
apetite.

1la Meu apetite estd um pouco menor do
gue o habitual.

1b Meu apetite estd um pouco maior do que
o habitual.

2a Meu apetite estad muito menor do que
antes.

2b Meu apetite esta muito maior do que
antes.

3a N&o tenho nenhum apetite.

3b Quero comer o tempo todo.

Dificuldade de concentragcéo

0 Posso me concentrar tdo bem quanto
antes.

1 N&o posso me concentrar tdo bem como
habitualmente.

2 E muito dificil pra mim manter a
concentragcdo em alguma coisa por muito
tempo.

3 Eu acho que néo consigo me concentrar
em nada.

Cansaco ou fadiga

0 Nao estou mais cansado(a) ou
fadigado(a) do que o habitual.

1 Fico cansado(a) ou fadigado(a) mais
facilmente do que o habitual.

2 Eu me sinto cansado(a) ou fadigado(a)
para fazer muitas das coisas que
costumava fazer.

3 Estou me sento muito cansado(a) ou
fadigado(a) para fazer a maioria das
coisas que costumava fazer.

Perda de interesse por sexo

0 N&o notei qualquer mudancga recente no
meu interesse por sexo.

1 Estou menos interessado(a) em sexo do
gue costumava estar.

2 Estou muito menos interessado(a) em
sexo agora.

3 Perdi completamente o interesse por
sexo.




ESCALA DE ESTRESSE PERCEBIDO

Nome: Idade:

Registro: Data:

Itens e instrugdes para aplicagéo

As questdes nesta escala perguntam sobre seus sentimentos e pensamentos
durante o udltimo més. Em cada caso, serd pedido para vocé indicar 0o quao
freqientemente vocé tem se sentido de uma determinada maneira. Embora algumas
das perguntas sejam similares, h& diferencas entre elas e vocé deve analisar cada
uma como uma pergunta separada. A melhor abordagem é responder a cada
pergunta razoavelmente rapido. Isto é, ndo tente contar o nimero de vezes que vocé
se sentiu de uma maneira particular, mas indique a alternativa que lhe pare¢ca como

uma estimativa razoavel. Para cada pergunta, escolha as seguintes alternativas:

0= nunca 3= quase sempre
1= quase nunca 4= sempre
2= as vezes

Meste (ltimo més, com que fregliencia...

superd-las?

1 Vocé tem ficado triste por causa de algo que aconteceu inesperadamente? o123 4
2 Vocé tem se sentido incapaz de controlar as coisas importantes em sua vida? o123 4
3 Voce lem se sentido nervoso e “estressado™? o111 2134
4 | Voce tem tratado com sucesso dos problemas dificeis da vida? o123 |4
5 | Vocé tem sentido que estd lidando bem as mudangas importantes que estao ocorrendoem | 0 | 1 213 ] 4
sua vida?
6 | Vocé lem se senlido confiante na sua habilidade de resolver problemas pessoais? ol 1] 213]4
7| Vooé tem sentido que as coisas estio acontecendo de acordo com a sua vontade!? 011 2134
8 | Vocé tem achado que ndo conseguiria lidar com todas as coisas que vocé tem que fazer? 0|1 213 ] 4
9 | Vocé tem conseguido controlar as irritaches em sua vida? o1 2134
10 | Voce tem senlido gue as coisas eslio sob o seu controle? ol 12134
11 | Vocé tem ficado irritado porgue as coisas que acontecem estdo fora do seu controle? 0 I 213 4
12 | Viocé tem se encontrado pensando sobre as coisas que deve fazer? a1 213 ] 4
13 | Vocé tem conseguido controlar a maneira como gasta seu tempo? a1 234
14 | Vocé tem sentido que as dificuldades se acumulam a ponto de vocé acreditar quendopode | O | T | 2 | 3 | 4




indice de Qualidade do Sono de PITTSBURGH

em verséo Portugués do Brasil (PSQI - BR)

Nome: Idade:
Registro: Data:
Instrucodes:

As seguintes perguntas sao relativas aos habitos usuais de sono durante o ultimo
més somente. Suas respostas devem indicar a lembranca mais exata da maioria dos

dias e noites do ultimo més. Por favor, responda a todas as perguntas.

1) Durante o ultimo més, quando vocé foi geralmente para a cama a noite?

Horario usual de deitar:

2) Durante o ultimo més, quanto tempo (minutos) vocé geralmente levou para dormir
a noite?

NUOmero de minutos:

3) Durante o ultimo més, quando vocé geralmente levantou de manha?

Hora usual de levantar:

4) Durante o ultimo més, quantas horas de sono vocé teve por noite? (pode ser
diferente do nimero de horas que vocé ficou na cama)

Horas de sono por noite:

Para cada uma das questdes restantes, marque a melhor (uma) resposta. Por favor

responda a todas as questoes.



5) Durante o ultimo més , com que frequiéncia vocé teve dificuldade de dormir por

VOCE...
a) Nao conseguir adormecer em até 30 minutos
( )nenhuma vez no ultimo més ( )menos de uma vez por semana

( )uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

b) Acordou no meio da noite ou de manha cedo
( )nenhuma vez no ultimo més ( )menos de uma vez por semana

( )uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

c) Precisou levantar para ir ao banheiro
( )nenhuma vez no ultimo més ( )menos de uma vez por semana

( )uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

d) N&o conseguiu respirar confortavelmente
( )nenhuma vez no ultimo més ( )menos de uma vez por semana

( )uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

e) Tossiu ou roncou forte
( )nenhuma vez no ultimo més ( )menos de uma vez por semana

( Juma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais



f) Sentiu muito frio
( )nenhuma vez no ultimo més

( )uma ou duas vezes por semana

g) Sentiu muito calor
( )nenhuma vez no ultimo més

( )uma ou duas vezes por semana

h)Teve sonhos ruins
( )nenhuma vez no ultimo més

( )uma ou duas vezes por semana

i) Teve dor

( )nenhuma vez no ultimo més

( )uma ou duas vezes por semana

j)Outra razéao, por favor, descreva:

( )menos de uma vez por semana

( )trés vezes por semana ou mais

( )menos de uma vez por semana

( )trés vezes por semana ou mais

( )menos de uma vez por semana

( )trés vezes por semana ou mais

( )menos de uma vez por semana

( )trés vezes por semana ou mais

Com que freqUiéncia, durante o ultimo més, vocé teve dificuldade para dormir devido

a essa razao?
( )nenhuma vez no ultimo més

( Juma ou duas vezes por semana

( )menos de uma vez por semana

( )trés vezes por semana ou mais



6) Durante o ultimo més passado, como vocé classificaria a qualidade do seu sono

de uma maneira geral?
( )Muito boa ( )ruim

( )Boa (' )muito ruim

7) Durante o ultimo més passado, com que freqiéncia vocé tomou medicamento

(prescrito ou “por conta propria”) para lhe ajudar a dormir?

( )nenhuma vez no ultimo més ( )menos de uma vez por semana
( )uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais
Qual(is)?

8) No ultimo més, com que frequéncia vocé teve dificuldade de ficar acordado
enquanto dirigia, comia, ou participava de alguma atividade social (festa, reunido de
amigo, trabalho, estudo)?

( )nenhuma vez no ultimo més ( )menos de uma vez por semana

( )uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

9) Durante o ultimo més, quéo problematico foi para vocé manter o entusiasmo

(&nimo) para fazer as coisas (suas atividades habituais)?
( )Nenhuma dificuldade

( )Um problema muito leve

( )Um problema razoavel

() Um problema muito grande



10) Vocé tem um(a) parceiro [esposo(a)] ou colega de quarto?
( )Néao

( )Parceiro ou colega mas em outro quarto

( )Parceiro no mesmo quarto, mas ndo na mesma cama

( ) Parceiro na mesma cama

Se vocé tem um parceiro ou colega de quarto pergunte a ele/ela com que frequéncia

no ultimo més vocé teve...

a) Ronco forte
( )nenhuma vez no ultimo més ( )menos de uma vez por semana

( )uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

b) Longas paradas na respiragao enquanto dormia
( )nenhuma vez no ultimo més ( )menos de uma vez por semana

( )uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

c) Contracdes ou puxdes nas pernas enquanto dormia
( )nenhuma vez no ultimo més ( )menos de uma vez por semana

( Juma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais



d) Episédios de desorientacdo ou confusédo durante o sono
( )nenhuma vez no ultimo més ( )menos de uma vez por semana

( )uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

e) Outras alteracdes (inquietacdes) enquanto vocé dorme; por favor descreva:

( )nenhuma vez no ultimo més ( )menos de uma vez por semana

( )uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

Escore Total:

A pontuacg&o tem amplitude entre 0-21pontos;
Sendo que escores de 0-4 classificam uma boa qualidade de sono;
5-10 uma qualidade ruim de sono;

superior a 10 presenca de algum disturbio do sono;
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Carta da chefia do Instituto de Geriatria e Gerontologia;

Orgamento;

Link para o curriculo Lattes dos pesquisadores;

Projeto de pesquisa;

Recomendagdes:

As questbes levantadas no parecer anterior foram respondidas satisfatoriamente.
Sugere-se a adequagao do cronoegrama e o posterior envio ao CEP.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

As pendéncias relatadas no parecer anterior foram respondidas.
Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Parecer do Relator aceito pelo colegiado.
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Dear Dr. Bauer:

Your manuscript entitled "Acupuncture for sleep quality and immunosenescence: a randomized controlled study" has
been successfully submitted online and is presently being given full consideration for publication in the Journal of
Sleep Research. As a first step the Editorial Office will check over the files you have submitted to ensure that they
meet our submission guidelines.

Your manuscript ID is JOSR-14-088. If you have submitted a revised version of a previous submission, your manuscript
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Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when calling the office for questions. If there
are any changes in your street address or e-mail address, please log in to ScholarOne Manuscripts at
http://mc.manuscriptcentral.com/josr and edit your user information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center after logging in to
http://mc.manuscriptcentral.com/josr.

Thank you for submitting your manuscript to the Journal of Sleep Research.
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