
Métodos:  Vinte  e  quatro  indivíduos  com  lesão  medular  crônica  (alocados  em  um  grupo  placebo  e  um  grupo  de  estudo)  e  12  
indivíduos  saudáveis  foram  recrutados.  O  grupo  de  estudo  foi  submetido  a  1  hora  diária  de  estimulação  a  laser  intermitente  (ILIB)  
durante  15  dias,  ao  longo  de  3  semanas.  O  grupo  placebo  foi  submetido  à  ILIB  sem  o  uso  de  laser.  Resultados:  As  medidas  basais  
demonstraram  maior  estresse  oxidativo  e  disfunção  mitocondrial  nos  indivíduos  com  lesão  medular  em  comparação  com  os  
indivíduos  saudáveis.  No  15º  dia  de  terapia,  o  grupo  de  estudo  apresentou  um  número  de  cópias  de  DNA  mitocondrial  (mtDNA),  
síntese  de  adenosina  trifosfato  (ATP)  em  leucócitos  e  capacidade  antioxidante  total  (CAT)  significativamente  maiores,  com  redução  
significativa  de  malondialdeído  (MDA),  em  comparação  com  o  grupo  placebo.  A  comparação  intragrupo  do  grupo  de  estudo  revelou  
aumento  significativo  no  número  de  cópias  de  mtDNA,  na  síntese  de  ATP  em  leucócitos  e  na  CAT,  com  redução  significativa  de  
MDA,  em  comparação  com  as  medidas  basais.  As  comparações  intragrupo  do  grupo  placebo  não  demonstraram  diferenças  
estatísticas.  A  lipoproteína  de  baixa  densidade  (LDL)  no  grupo  de  estudo  apresentou  redução  significativa  nos  dias  10  e  15,  
enquanto  a  lipoproteína  de  alta  densidade  (HDL)  apresentou  aumento  significativo  no  dia  45.  Conclusões:  Os  resultados  do  nosso  
estudo  contribuem  para  o  conhecimento  sobre  a  eficácia  do  ILIB  na  redução  do  estresse  oxidativo  e  da  disfunção  mitocondrial  em  pacientes  com  lesão  medular  crônica.
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Objetivo:  Este  estudo  investigou  os  efeitos  clínicos  da  terapia  com  irradiação  intravascular  a  laser  do  sangue  (ILIB)  sobre  o  estresse  
oxidativo  e  a  disfunção  mitocondrial  em  indivíduos  com  lesão  medular  crônica  (LMC)  resultante  de  trauma.  Dados  de  contexto:  
Pouco  se  sabe  sobre  como  a  ILIB  pode  gerar  defesas  antioxidantes  em  humanos,  e  ainda  há  uma  carência  de  estudos  randomizados  
e  controlados  por  placebo  para  indicar  sua  influência  em  diferentes  vias  metabólicas.
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Efeitos  da  irradiação  a  laser  intravascular  do  sangue  na  

disfunção  mitocondrial  e  no  estresse  oxidativo  em  adultos  com  
lesão  medular  crônica.
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A  irradiação  intravascular  do  sangue  com  laser  (ILIB)  ainda  é

As  mitocôndrias  são  uma  importante  fonte  de  espécies  reativas  
de  oxigênio  (EROs)  crônicas,  que  prejudicam  lipídios,  proteínas  e  
o  DNA  mitocondrial,  levando  à  desregulação  da  função  
mitocondrial.9–12  Pesquisas  indicam  que  o  dano  mitocondrial  

pode  ser  fundamental  para  o  comprometimento  das  células  dos  
sistemas  regulatórios  –  como  os  sistemas  nervoso,  endócrino  e  
imunológico  –  e  para  a  comunicação  entre  eles.13–15  Portanto,  
diabetes  mellitus  tipo  2  resistente  à  insulina,  obesidade,  
hiperglicemia,  hiperlipidemia  e  aterosclerose,  que  são  prevalentes  
em  lesões  medulares  (LM)  de  longa  duração  ,16,17  podem  estar  
relacionadas  à  disfunção  mitocondrial.

Resumo

Embora  o  estresse  oxidativo  claramente  desempenhe  um  papel  

importante  na  progressão  da  lesão  medular,  a  maioria  dos  experimentos  
realizados  até  o  momento  sobre  estresse  oxidativo  e  defesas  antioxidantes  ocorre...

na  fase  de  prova  de  conceito;  no  entanto,  há  um  número  
crescente  de  potenciais  aplicações  clínicas  no  campo  da  
biomedicina  que  têm  feito  uso  eficaz  do  ILIB  em  vários  processos  
patológicos,  como  tratamento  da  dor,  reparo  tecidual  e  reestenose  
pós-endovascular.1–3  A  literatura  até  o  momento  sobre  o  ILIB  
documentou  a  alteração  morfológica  das  mitocôndrias  como  
resultado  do  ILIB,  bem  como  a  ativação  de  processos  de  energia  

metabólica.4–8  O  processo  do  ILIB  parece  modular  a  sinalização  
redox  na  cadeia  respiratória  por  meio  da  estimulação  de  
componentes  mitocondriais  e  de  membrana.
A  produção  de  adenosina  trifosfato  (ATP)  e  a  redução  na  geração  
de  radicais  livres  seriam,  portanto,  aumentadas  por  qualquer  coisa  
que  melhorasse  o  fluxo  de  elétrons  através  da  cadeia  respiratória.5,6
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anel  no  local  da  lesão  foram  observados  em  modelos  animais,18–
20  e  ainda  há  escassez  de  pesquisas  sobre  a  função  mitocondrial,
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ordem  aleatória  gerada  por  computador.  A  lista  de  aleatorização

C4

L1

foram  aleatoriamente  alocados  em  um  grupo  de  estudo  ou  em  um  grupo  placebo  usando  um

UM

1  M  57

ou  que  estavam  tomando  medicamentos  anti-inflamatórios  no  momento

1  M  40

trauma,  e  eram  pacientes  internados  ou  ambulatoriais  de  uma  lesão  medular  regional.

conjunto  de  dados  experimentais  de  pesquisas  em  humanos  que

Para  atingir  nosso  principal  objetivo  de  pesquisa,  os  participantes  com  lesão  medular

3  M  52  4

Estudar

D

demonstra  os  efeitos  positivos  do  ILIB  na  bioestimulação,

exame  físico  e  exames  laboratoriais  bioquímicos  e  hematológicos  
de  rotina,  incluindo  perfil  lipídico,  glicose,  ureia,

programa  de  reabilitação.  Os  indivíduos  com  lesão  medular  foram  submetidos  a  um

2  M  57

C2

em  seguida,  substituída  por  uma  agulha  de  fibra  óptica  inserida  no  interior

potencial  eficácia  terapêutica.

12  M  58

B

modelos  de  soro.  Além  disso,  embora  haja  uma  considerável

Os  perfis  demográficos  estão  listados  na  Tabela  1.  Antes  da  participação,  

todos  os  indivíduos  assinaram  um  termo  de  consentimento  livre  e  esclarecido.

B

UM

Farsa

C3

estresse  oxidativo  e  intervenção  antioxidante  em  humanos
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B

Os  participantes  que  participaram  do  estudo  foram  excluídos.  Os  dados  clínicos  e

B

UM

punção  venosa  (flebotomia).  A  agulha  intravenosa  foi

UM

4  M  33

Os  processos  patológicos  biomédicos  ainda  têm  um  longo  caminho  a  percorrer  para  serem

L2

protocolo  neste  estudo.  Cada  participante  sentou-se  em  uma  mesa  semi-inclinada

os  protocolos  do  comitê  de  ética  em  pesquisa  local  para  estudos  com  seres  humanos.

sofá.  Um  cateter  intravenoso  de  calibre  24  foi  usado  para  o  cotovelo.

D

UM

alterações  em  indivíduos  humanos  com  lesão  medular  crônica;  e,  de  forma  mais  ampla,

A  investigação  foi  realizada  de  acordo  com  a  Declaração  de

D

Considerando  a  potencial  aplicabilidade  emergente  do  ILIB  para

5  M  37  6

UM

F  49

contribuindo  para  o  corpo  de  conhecimento  do  ILIB  e  seus

Os  Princípios  de  Helsinque  e  conduzidos  sob  a  supervisão  de

T11

UM

UM

Bio-ILIB  Human  Energy  Ltd,  Taiwan)  como  o  condicionador

pós-lesão  (mês)

C4

Adotamos  o  laser  de  hélio-néon  (He-Ne)  (YJ-ILIB-5,

Irradiação  a  laser  intravascular  de  baixa  intensidade

Grupo  Gênero  Idade
indicar  sua  influência  em  diferentes  vias  metabólicas.

C6
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110  

15  

13  

60  

12  

7  
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assuntos  e  Administração  de  Saúde  e  Segurança  Ocupacional

L1

3  M  29

F  51

creatinina,  enzimas  aspartato  aminotransferase  (AST),  alanina  
aminotransferase  e  hemogramas  (glóbulos  vermelhos).

6  M  65

regulamentos.

período.

2  M  38

C7

e  estavam  recebendo  tratamento  padrão,  incluindo  terapia  de  
reabilitação  adaptada  às  suas  necessidades  específicas.

T11

Ainda  há  uma  carência  de  estudos  randomizados  com  controle  simulado  para

D

período,  e  depois,  após  o  término  da  intervenção  ILIB,  no

de  Participantes

T2

10  M  28

Contagem  de  eritrócitos  (RBC),  leucócitos  (WBC)  e  plaquetas,  e  níveis  de  hemoglobina).

C4

Análise  bioquímica  após  jejum  noturno  de  12  horas  no  início  do  
estudo,  no  10º  e  no  15º  dia  durante  a  intervenção  com  ILIB.

Cada  participante  forneceu  uma  amostra  de  tecido  periférico  fresco.

Os  critérios  de  admissão  para  o  estudo  incluíam  ter  um

sangue  venoso  heparinizado,  que  foi  centrifugado  à  temperatura  ambiente.

Tabela  1.  Perfis  Clínicos  e  Demográficos

11  M  63

Amostras  de  sangue  foram  coletadas  do  grupo  de  estudo  de  lesão  medular  para

visavam  preencher  algumas  das  lacunas  na  pesquisa  existente:  
especificamente,  caracterizando  as  mudanças  temporais,

7  M  52  8

C3

Análise  bioquímica

algumas  dessas  aplicações  clínicas  em  princípio.  Considerando-as,  
a  justificativa  e  a  metodologia  deste  estudo  são  apresentadas.

UM

Classificação  A,  B,  C  ou  D,  nível  de  lesão  neurológica  entre  os  
níveis  da  medula  espinhal  C3  e  L2  e  estabilidade  clínica.

temperatura  a  3000  g  por  10  min.  Em  seguida,  transferimos  o

D

B

camada  leucocitária  em  1,5  mL  de  tubo  Eppendorf  e  lavada  com

Em  outros  aspectos,  o  programa  foi  idêntico  para  ambos  os  grupos  com  lesão  medular.

Escala  de  comprometimento  da  Associação  Americana  de  Lesões  na  Medula  Espinhal  (ASIA)

7  M  48  8

Indivíduos  com  doenças  transmissíveis  ou  com  saúde  ativa.

T11

Solução  tampão  de  lise  de  hemácias  (contendo  155  mM  de  NH4Cl,  10  mM  de  KHCO3,

Em  termos  de  metodologias,  este  estudo  é  um  trabalho  fundamental  na  área  de  testes.

F  59  9

rigorosamente  testado  com  sujeitos  humanos  usando  métodos  apropriados

F  53

T3
C4

C4

O  ILIB  foi  fornecido  sem  qualquer  potência  de  laser  (0,0  mW).  Em  todos  os  casos.

e  0,1  mM  de  EDTA,  pH  7,4)  e  incubou-se  à  temperatura  ambiente.

por  meio  de  uma  metodologia  de  estudo  controlado  randomizado  
simples-cego  para  investigar  os  efeitos  do  ILIB  no  comportamento  
mitocondrial,  biomarcadores  de  estresse  oxidativo  e  bioquímica  sérica.

D

Métodos

12  M  33

C5

Ferida

problemas  (mal-estar,  gripe,  febre,  tosse,  alteração  no  estado  urinário),

D

nível

C6

A  agulha  de  fibra  óptica  foi  conectada  ao  iluminador  a  laser  He-Ne.  
Os  parâmetros  de  irradiação  envolvidos  na  aplicação  ILIB  são  
mostrados  na  Tabela  2.  Para  os  indivíduos  do  grupo  controle  simulado,

Isolamento  de  leucócitos  do  sangue  periférico

11  M  43

C4

C4

cânula  do  cateter  intravenoso.  O  outro  lado  do

B

30º  dia  (o  45º  dia  após  o  início  da  ILIB).

revelado.  Além  disso,  a  atribuição  dos  grupos  permaneceu  oculta  
para  nossa  equipe  de  laboratório  durante  todo  o  experimento.

Tempo

Participantes

9  M  30

Procedimentos  de  alocação

contato  com  os  participantes  até  a  atribuição  do  grupo

C5

D

Deficiência

T12

Escala

foi  supervisionado  por  um  dos  investigadores  que  não  tinha

Trinta  e  seis  indivíduos  foram  incluídos  no  estudo,  dos  quais

UM

24  pacientes  (18  homens  e  6  mulheres)  apresentavam  lesão  medular  crônica  resultante  de

dos  quais  12  eram  controles  saudáveis  (7  homens  e  5  mulheres)  e F  45

ÁSIA

10  M  36

ASIA,  Associação  Americana  de  Lesões  na  Medula  Espinhal.
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ILIB,  irradiação  intravascular  do  sangue  a  laser.

Laser  vermelho  visível  de  baixa  intensidade  com  632,8  nm

Tempo  de  irradiação  ou  energia  fornecida

Medimos  o  conteúdo  total  de  ATP  celular  dos  leucócitos  usando  o  Kit  de  

Ensaio  de  Células  Somáticas  Bioluminescentes  (Sigma-Aldrich,  St.  Louis,  MO)  

de  acordo  com  as  instruções  do  fabricante  e  nossa  experiência.22  Depois  que  

os  leucócitos  foram  separados  das  amostras  de  sangue  total,  liberamos  o  

conteúdo  total  de  ATP  celular  misturando  uma  alíquota  de  suspensão  de  

leucócitos  a  50:1  com  reagente  de  liberação  de  células  somáticas  a  150:1.

Metade  (100:1)  da  mistura  foi  então  transferida  para  uma  placa  preta  

OptiPlate™-96F  de  96  poços  (Packard  Biosciences,  Groningen,  Holanda)  

contendo  100:1  da  mistura  para  ensaio  de  ATP.  Em  seguida,  medimos  a  

intensidade  da  luminescência  usando  o  leitor  de  microplacas  Victor2  1420  

(PerkinElmer  Life  Sciences,  Inc.,  Boston,  MA).  Foram  utilizados  padrões  de  

amostra  de  ATP  na  faixa  de  0  a  300  pmoles,  e  cada  valor  de  ATP  foi  normalizado  

pela  contagem  de  leucócitos.

Tabela  2.  Parâmetros  envolvidos  na  determinação  da  dose  de  ILIB

ComentárioParâmetro  de  irradiação Medição

Análise  de  malondialdeído  (MDA)  no  soro  sanguíneo

Energia  14,4  J  Energia  (joules)  =  Potência  (W)  ·  Tempo  (s)  =  0,004  (W)  ·  3600  (s)  =  14,4  J  Densidade  de  energia  (fluência)  7346,93  J/cm²  Fluência  =  

Potência  ·  tempo/área  =  0,004(W)  ·  3600  (s)/0,00196  cm²  =  7346,93  J/cm²  Tempo  de  irradiação  3600  s  Uma  hora  por  tratamento  Intervalo  de  tratamento  15  vezes

Quinze  vezes  ao  longo  de  3  semanas

Medição  do  ATP  celular  total  em  leucócitos.

temperatura  por  10  min.  Cada  amostra  foi  centrifugada  a  1500  g  por  5  min  à  

temperatura  ambiente,  e  os  pellets  celulares  foram  ressuspensos  em  1  mL  de  

solução  salina  tamponada  com  fosfato  (PBS,  pH  7,4)  para  preparação  dos  

experimentos  subsequentes.

Utilizou-se  uma  câmara  de  Neubauer  para  a  contagem  de  leucócitos.  O  número  

total  de  leucócitos  viáveis  foi  determinado  pela  exclusão  do  azul  de  tripan  0,4%  

(Sigma-Aldrich).

Medição  do  número  de  cópias  de  DNA  mitocondrial  (mtDNA)  em  

leucócitos

O  MDA  no  soro  sanguíneo  dos  participantes  foi  medido  usando  um  kit  de  

ensaio  de  MDA  (MDA-586,  OxisResearch,  Inc.

Determinação  da  capacidade  antioxidante  total  (CAT)  do  soro  
sanguíneo
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A  capacidade  antioxidante  total  (CAT)  do  soro  dos  participantes  foi  medida  

utilizando  um  kit  PAO  (Instituto  Japonês  para  o  Controle  do  Envelhecimento,  

Nikken  SEIL  Co.,  Fukuroi,  Japão),  de  acordo  com  as  instruções  do  fabricante  e  

nossa  própria  experiência.²²  Uma  alíquota  de

amplicons.  Na  etapa  final  de  RT-PCR,  foi  realizada  uma  análise  da  curva  de  

fusão,  que  consistiu  em  uma  desnaturação  a  95°C  seguida  por  uma  etapa  de  

renaturação  com  fusão  lenta  até  aproximadamente  68°C,  com  uma  taxa  de  

aquecimento  de  0,2°C/s  e  aquisição  contínua  de  dados.

Potência  de  

saída  de  

comprimento  de  onda  

Irradiância  (intensidade  ou  potência  máxima)

4  mW  Medido  na  ponta  da  agulha  de  fibra  óptica  por  medidor  de  potência  e  energia  óptica  2,04  W/cm²  Irradiância  =  Potência  

(W)/área  (cm² ),  diâmetro  da  abertura  da  fibra  óptica  =  0,5  mm;  área  =  3,14  ·  (0,025  ·  0,025)  =  0,00196  cm² ;  irradiância  =  
0,004/0,00196  =  2,04  W/cm²

Para  medir  o  número  de  cópias  do  mtDNA  nos  leucócitos,  utilizamos  a  

técnica  de  reação  em  cadeia  da  polimerase  em  tempo  real  (PCR  em  tempo  real),  

conforme  descrito  anteriormente  por  Lee  et  al.<sup>21</sup>,  com  o  kit  

LightCycler-FastStart  DNA  Master  SYBR  Green  I.  Uma  alíquota  de  50  ng  de  DNA  

foi  amplificada  em  uma  coluna  capilar  de  10  µL  com  0,25  µL  de  cada  primer  (20  

µM),  5  µL  do  reagente  LightCycler  SyBr  Green  e  3,5  µL  de  água  para  PCR.  As  

condições  da  PCR  em  tempo  real  foram:  incubação  inicial  a  95  °C  por  10  minutos,  

seguida  de  45  ciclos  de  20  segundos  a  95  °C,  20  segundos  a  62  °C  e  20  

segundos  a  72  °C.  Ao  final  de  cada  fase  de  extensão,  a  intensidade  de  

fluorescência  do  produto  da  PCR  foi  medida  a  79  °C.  As  sequências  dos  primers  

utilizados  para  amplificar  o  DNA  mitocondrial  (gene  da  NADH  desidrogenase  1  

mitocondrial,  ND1)  foram:  ND1R,  5'-ACCATTTGCA  GACGCCATAA-3'  e  ND1F,  

5'-TGAAATTGTTTGGGCT  ACGG-3'.  As  sequências  dos  primers  utilizados  para  

amplificar  o  DNA  nuclear  (18S  rRNA)  foram:  18S1546F,  5'-TAGAGGGA  

CAAGTGGCGTTC-3'  e  18S1650R,  5'-  CGCTGAGCCAGT  CAGTGT-3'.  

Normalizamos  os  pontos  de  cruzamento  (Cp)  nas  curvas  de  PCR  quantitativa  

entre  os  genes  ND1  e  18S  rRNA  utilizando  o  software  RelQuant  (Roche  Applied  

Sciences,  Mannheim,  Alemanha)  para  medir  o  número  relativo  de  cópias  de  

mtDNA.  Para  verificar  os  experimentos  individuais  de  quantificação  do  número  

de  cópias  de  mtDNA  realizados  por  RT-PCR,  utilizamos  DNA  de  fibroblastos  de  

pele  normal  CCD966SK  como  padrão  interno  para  calibrar  o  número  relativo  de  

cópias  de  mtDNA  em  cada  amostra  de  cada  corrida  de  RT-PCR.  O  Ct  (ND1  para  

18S)  para  CCD966SK  foi,  portanto,  definido  como  1,0,  permitindo-nos  calcular  

o  número  relativo  de  cópias  de  mtDNA  para  cada  amostra  em  cada  conjunto  de  
experimentos  individuais.  Dessa  forma,  evitamos  erros  decorrentes  de  uma  

corrida  individual  de  PCR  quantitativa.  O  produto  de  PCR  para  ND1  possui  108  

pares  de  bases  e  para  18S,  105  pares  de  bases.  A  amplificação  do  produto  de  

PCR  foi  seguida  por  uma  análise  da  curva  de  fusão  para  monitorar  a  

homogeneidade  do  produto.

Portland,  OR)  com  análise  espectrofotométrica.  As  medições  foram  realizadas  

de  acordo  com  as  instruções  do  fabricante  e  nossa  própria  experiência.²³  O  

ensaio  envolveu  a  reação  com  um  reagente  cromogênico,  N-metil-2-fenilindol  

(NMPI),  para  formar  um  corante  carbocianina  intensamente  colorido  com  

absorção  máxima  em  586  nm.  A  metodologia  que  utilizamos  aqui  é  específica  

para  MDA,  e  não  para  outros  subprodutos  da  peroxidação  lipídica,  como  o  4-

hidroxialquenal,  porque,  sob  as  mesmas  condições  experimentais,  estes  não  

conseguem  produzir  absorbância  significativa  em  586  nm.  Utilizando  este  ensaio,  

uma  curva  padrão  de  MDA  foi  estabelecida  na  faixa  de  concentração  de  0  a  50  

µM.

TM
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um

com  50  µL  de  solução  de  Cu2  + ,  que  pode  ser  reduzida  para  formar

média  e  variância.  Aqui,  utilizamos  estatísticas  descritivas  para

A  análise  de  variância  (ANOVA)  foi  utilizada  para  analisar  os  dados  basais  de

infarto  cerebral,  artrite  reumatoide,  arteriosclerose  de

Pressão  sistólica  (mm  Hg)

75  (15,3)

Síntese  de  ATP  e  TAC  com  MDA  significativamente  reduzido.

Pressão  diastólica  (mm  Hg)

(Fig.  2).  As  comparações  intragrupo  para  o  grupo  placebo,

Para  as  amostras,  multiplicamos  a  concentração  correspondente  de  ácido  úrico  

por  2189  (1  mM  de  ácido  úrico  =  2189  l  mol/L  de  poder  redutor  de  cobre).

Em  contrapartida,  não  demonstraram  diferenças  estatísticas  para  nenhum  dos  casos.

Dia  45

9,23  (2,931)

e,  após  a  verificação  do  tempo,  foram  realizados  testes  post-hoc  para  

determinar  as  diferenças  reais  dentro  e  entre  os  grupos.

Média  (DP)  

6,88  (1,904)  

195,42  (31,070)  

221,58  (158,882)  

22,33  (7,981)  

132,25  (28,566)  

114,08  (42,361)  

10,48  (8,861)  

8,08  (4,544)  

13,08  (15,226)  

6,84  (5,675)  

93,6  (9,73)  

120  (18,0)  

83  (13,5)  

75,7  (14,9)

a  perna  e  a  terapia  de  rediferenciação  de  tumores  malignos.24–28

No  15º  dia  da  intervenção  ILIB,  o  grupo  de  estudo  foi  encontrado.

200,00  (30,887)

Glicose  AC

nitrogênio  ureico,  creatinina,  creatina  fosfoquinase  e

Hemograma  completo,  transaminases  hepáticas,  sangue

Fator  entre  grupos.  Quando  uma  intervenção  entre  grupos

Em  todos  os  indicadores  demográficos,  não  houve  diferenças  significativas  

entre  os  grupos  placebo  e  de  estudo  (Tabela  1).

12,64  (14,695)

ter  um  número  significativamente  maior  de  cópias  de  mtDNA,  WBC

dados  conhecidos  de  forma  clara  e  concisa,  em  termos  de  sua

Insulina  AC

Análise  estatística

As  medições  iniciais  revelaram  que  havia

Até  o  momento,  foram  estudadas  medidas  para  reduzir  o  estresse  oxidativo  em  pacientes  com  lesão  medular  crônica.

111,17  (40,994)

LDL

75  (9,6)

A  análise  de  variância  (ANOVA)  foi  utilizada  para  analisar  a  atividade  antioxidante.

os  grupos  normal,  placebo  e  de  estudo.  Um  experimento  bidirecional  repetido.

No  entanto,  nos  últimos  30  anos,  houve  um  pequeno,  mas  significativo,  aumento.

Resultados

7,21  (2,549)

Circunferência  abdominal  (cm)

(Tabela  3).

Dia  10

Cu+  em  correspondência  com  o  estado  antioxidante  do  soro

com  o  íon  Cu+ .  A  absorbância  a  490  nm  foi  medida.

Dia  15

10,50  (11,142)

O  laser  He-Ne  tem  sido  aplicado  como  auxiliar  no  tratamento  de  casos  agudos.

Diferenças  significativas  entre  os  grupos.  Os  indivíduos  normais,  com  idade  

correspondente,  apresentaram  uma  quantidade  significativamente  maior  de  cópias  de  mtDNA.

HDL

MDA,  TAC,  mtDNA  e  ATP  celular  total  em  leucócitos  entre

biomarcadores.

93,2  (11,66)

Linha  de  base

Após  5  minutos  de  incubação  à  temperatura  ambiente,  adicionamos  uma  

alíquota  de  50  µL  de  uma  solução  cromogênica  para  reagir.

comparar  as  alterações  bioquímicas  ao  longo  do  tempo  versus  o

número,  síntese  de  ATP  dos  leucócitos  e  TAC  no  dia  15  foram

Utilização  do  laser  He-Ne  (632,8  nm)  para  promover  a  regeneração  funcional  

das  mitocôndrias  e  o  equilíbrio  pró-oxidante/antioxidante.

crescente,  conjunto  de  estudos  clínicos  que  tem  sido  desafiador

número,  síntese  de  ATP  de  leucócitos  e  TAC,  e  menos  MDA  do  que

O  pH  urinário  permaneceu  inalterado  antes  e  depois  da  intervenção.  No  

entanto,  a  lipoproteína  de  baixa  densidade  (LDL)  no  estudo

Adiponectina 6,97  (7,907)

principais  conclusões.  O  teste  de  Wilcoxon  com  sinais  ordenados  foi  usado  para

imediatamente.  Determinamos  os  níveis  de  TAC  do  soro  por

Média  (DP)  

6,34  (1,896)  

189,75  (36,834)  

246,08  (171,684)  

23,92  (6,459)  

117,58  (34,140)a  

107,17  (31,963)  

11,86  (8,466)  

7,34  (1,897)  

12,43  (13,145)  

7,26  (7,077)  

93,3  (9,99)  

114  (17,2)  

76  (8,8)  

75  (14,3)

Discussão

A  crença  predominante  em  relação  à  eficácia  terapêutica  do  ILIB  é  que,  

atualmente,  não  existem  estratégias  práticas  de  ILIB  geralmente  aceitas.  Há  

expectativas  de  que  o  ILIB  possa

Foi  realizada  uma  análise  estatística  dos  dados  processados.

110  (18,9)

TNF-a

Média  (DP)  

6,42  (1,733)  

182,00  (36,287)  

235,08  (187,117)  

22,75  (6,811)  

114,17  (31,287)a  

110,58  (32,779)  

10,80  (11,116)  

9,75  (4,078)  

11,26  (12,298)  

6,92  (6,618)  

93,1  (9,79)  

115  (14,2)  

77  (11,2)  

75  (15,2)

Média  (DP)

O  grupo  apresentou  uma  diminuição  significativa  tanto  no  dia  10  quanto  no  dia  15.

O  nível  de  significância  foi  definido  em  0,05.

do  que  o  grupo  placebo  (Fig.  2).  As  comparações  intragrupo  para  o  grupo  de  

estudo  revelaram  que  a  cópia  de  mtDNA

Colesterol
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com  software  comercial  (SPSS  17.0  para  Windows;  SPSS

O  estudo  e  os  sujeitos  do  grupo  placebo  foram  submetidos  ao  grupo  com  lesão  medular  (Figura  1).

Resumir  um  conjunto  de  dados  com  as  características  dos  participantes  e  exibi-los.

com  níveis  significativamente  mais  elevados  de  lipoproteína  de  alta  densidade  (HDL)

Inc.).  Estatísticas  descritivas  foram  usadas  para  elucidar  um  conjunto  de

IL-6

dia  1  e  dia  15  pós-intervenção)  como  o  intra  e

216,92  (140,864)

Tabela  3.  Biomarcadores  séricos  e  alterações  no  exame  físico

Valores  basais  do  grupo  de  estudo.  Análise  unidirecional  de

no  grupo  de  estudo  antes  e  depois  da  intervenção  ILIB

100  µL  de  soro  diluído  de  cada  participante  foram  misturados.

Ácido  úrico

do  corpo  e  atividade  mitocondrial  ao  longo  do  tempo  (linha  de  base,

aumentou  significativamente,  com  redução  significativa  de  MDA.

128,58  (38,451)

TG

reduzindo  a  solução  de  Cu2  +  com  concentrações  correspondentes  de  ácido  

úrico.  Para  avaliar  o  poder  antioxidante  do

O  equilíbrio  nos  organismos  vivos  é  comum;  além  disso,  ILIB  com

30,00  (6,523)a

Peso  corporal  (kg)

encontrado  no  dia  45  em  comparação  com  a  medição  basal.

O  teste  de  Wilcoxon  com  postos  sinalizados  foi  utilizado  para  comparar  as  alterações  dos  dados  ao  longo  do  tempo  em  relação  ao  valor  basal  no  grupo  de  estudo.

Os  valores  foram  expressos  como  média  menos  desvio  padrão.

p  <  0,05.

interleucina;  TNF,  fator  de  necrose  tumoral.

ILIB,  irradiação  a  laser  intravascular  do  sangue;  TG,  triglicerídeos;  HDL,  lipoproteína  de  alta  densidade;  LDL,  lipoproteína  de  baixa  densidade;  IL,
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(A)  Comparação  dos  níveis  basais  de  malondialdeído  (MDA)  sérico  entre  os  grupos  controle  normal,  de  estudo  e  simulado.  *O  grupo  controle  normal  apresentou  níveis  

séricos  de  MDA  significativamente  menores  do  que  os  grupos  de  estudo  e  simulado  (*p  <  0,05).  (B)  Comparação  dos  níveis  basais  da  capacidade  antioxidante  total  (CAT)  

sérica  entre  os  grupos  controle  normal,  de  estudo  e  simulado.  O  grupo  controle  normal  apresentou  níveis  séricos  de  CAT  significativamente  maiores  do  que  os  grupos  de  

estudo  e  simulado  (*p  <  0,05).

FIG.  1.  (A)  Comparação  dos  valores  basais  do  número  de  cópias  de  DNA  mitocondrial  entre  os  grupos  normal,  de  estudo  e  controle.  O  grupo  normal  apresentou  um  

número  de  cópias  de  DNA  mitocondrial  significativamente  maior  do  que  os  grupos  de  estudo  e  controle  (*p  <  0,05).  (B)  Comparação  dos  valores  basais  de  adenosina  

trifosfato  (ATP)  intracelular  em  leucócitos  entre  os  grupos  normal,  de  estudo  e  controle.  O  grupo  normal  apresentou  níveis  de  ATP  intracelular  em  leucócitos  

significativamente  maiores  do  que  os  grupos  de  estudo  e  controle  (*p  <  0,05).  (C)
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(2)  houve  um  aumento  significativo  no  número  de  cópias  de  mtDNA,  na  

síntese  de  ATP  dos  leucócitos  e  no  TAC,  com  redução  significativa  na  

produção  de  MDA  no  grupo  de  estudo  em  comparação  com  o  grupo  placebo  

no  15º  dia  de  intervenção  com  ILIB;  3)  houve  um  aumento  significativo  no  

número  de  cópias  de  mtDNA,  na  síntese  de  ATP  dos  leucócitos  e  no  TAC,  

com  redução  significativa  na  produção  de  MDA  nos  participantes  do  grupo  de  

estudo  no  15º  dia  de  intervenção  com  ILIB  em  comparação  com  seus  valores  

basais;  e  4)  houve  uma  diminuição  significativa  no  LDL  dos  participantes  do  

grupo  de  estudo  no  10º  e  no  15º  dia  de  intervenção  com  ILIB,  com  aumento  

significativo  no  HDL  em  comparação  com  suas  medidas  basais.

baseou-se  em  descobertas  de  que  a  fotoestimulação  mitocondrial  aumenta  a  

síntese  de  ATP  e  contribui  para  a  sinalização  redox  na  eliminação  de  radicais  

livres;29  e  na  suposição  de  que  as  mitocôndrias  são  os  principais  alvos  da  radiação  

de  luz  vermelha  com  comprimento  de  onda  de  632,8  nm  em  células  inteiras.5–7,29  

Este  estudo  é  o  primeiro  a  caracterizar  rigorosamente  as  alterações  temporais  na  

função  mitocondrial  e  na  atividade  antioxidante  após  a  terapia  ILIB  em  indivíduos  

com  lesão  medular  crônica.  Embora  o  procedimento  geral  tenha  exigido  15  dias  

de  sessões  de  intervenção  com  laser  He-Ne  de  4  mW  e  1  hora  de  duração,  todos  

os  participantes  toleraram  todo  o  procedimento  sem  efeitos  adversos,  o  que  é  

consistente  com  e  reforça  descobertas  anteriores.4  As  principais  descobertas  

deste  estudo  foram:  (1)  que  pacientes  com  lesão  medular  crônica  estavam  

indiscutivelmente  em  estados  de  dano  mitocondrial  e  estresse  

oxidativo  em  comparação  com  indivíduos  normais; Os  dados  in  vivo  ainda  são  limitados  em  relação  ao  mecanismo  pelo  qual  

ocorre  a  deterioração  secundária  da  lesão  medular  após  a  lesão  primária  inicial.  

No  entanto,  diversas  linhas  de  evidência  têm
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Os  resultados  aqui  apresentados  corroboram  a  ideia  de  que  as  ROS  atuam  como  

mensageiros  secundários  essenciais,  contribuindo  para  os  mecanismos  biológicos  induzidos  por  ILIB.

sugeriu-se  que  a  formação  de  ROS  e  o  consequente  desenvolvimento  de  

estresse  oxidativo  são  eventos  importantes  associados  a

HUANG  E  OUTROS.584

Portanto,  outros  biomarcadores  são  geralmente  usados  para  prever  o

A  proteína  de  membrana  glutationa  peroxidase  4,  responsável  pela  peroxidação  

lipídica,  está  sub-regulada.32  Nosso

Formação  de  ROS  e  estresse  oxidativo  na  deterioração  secundária  da  lesão  

medular.  Os  dados  registrados  para  o  estudo  da  lesão  medular  crônica  e

ligação  entre  fotoestimulação  e  proliferação  mitocondrial  e/ou  homeostase  
celular.  Como  se  sabe,  o  ILIBquantidade  de  ROS  ou  a  extensão  do  estresse  oxidativo  que  ocorre  em

(intragrupo)  ou  grupo  placebo  (intergrupo).  1,  linha  de  base;  2,  dia  1  pós-intervenção;  3,  dia  15  pós-intervenção.

gerar  baixos  níveis  de  ROS  que  podem  regular  positivamente  as  defesas  

antioxidantes  celulares  e  melhorar  a  sinalização  celular,31  é  viável

Um  número  significativamente  maior  de  cópias  de  DNA  mitocondrial  foi  observado  no  15º  dia  no  grupo  de  estudo  em  comparação  com  o  valor  basal.

que  a  aplicação  de  um  laser  He-Ne  poderia  melhorar  a  mito-

(intragrupo)  ou  grupo  placebo  (intergrupo).  1,  linha  de  base;  2,  dia  1  pós-intervenção;  3,  dia  15  pós-intervenção.  (B)  O  intergrupo  e

Comparações  intragrupo  de  adenosina  trifosfato  em  leucócitos  (ATP  leucocitário)  nos  grupos  de  estudo  e  controle  simulado.  Níveis  significativamente  mais  elevados  

de  ATP  leucocitário  foram  observados  no  15º  dia  no  grupo  de  estudo  em  comparação  com  o  valor  basal  (intragrupo)  ou  com  o  grupo  controle  simulado.

os  indivíduos  com  lesão  medular.30  Os  resultados  basais  deste  estudo,  que

atividades  condrais  (síntese  de  DNA  e  ATP)  em  leucócitos  e
Reforçar  as  defesas  antioxidantes  no  soro  sanguíneo  de  pacientes  crônicos.

Pacientes  com  lesão  medular.  Embora  os  mecanismos  subjacentes  ainda  não  tenham  sido  totalmente  elucidados.

que  o  TAC  aumenta  como  resultado  da  intervenção  do  ILIB  em  compensação  

por  um  aumento  benéfico  e  de  baixo  nível  de  ROS  celular,

Os  grupos  de  controle  desta  pesquisa  também  confirmam  descobertas  anteriores.

apoiar  as  evidências  acima  mencionadas  do  desenvolvimento  de

SCI.20  ROS  são  difíceis  de  medir  diretamente,  pois  são  altamente

Grupo  de  estudo  comparado  com  o  valor  basal  (intragrupo)  ou  com  o  grupo  placebo  (intergrupo).  1,  valor  basal;  2,  dia  1  pós-intervenção;  3,  dia

Foi  constatado  que  indivíduos  com  lesão  medular  crônica  apresentavam  níveis  significativamente  mais  elevados  de  lesão  medular.

conteúdo  basal  de  MDA,  menor  TAC  e  atividades  metabólicas  mitocondriais  

prejudicadas  em  comparação  com  indivíduos  normais.

reativas  e  de  curta  duração.  Medidas  indiretas  como  MDA  e

Níveis  séricos  de  malondialdeído  (MDA)  foram  analisados  nos  grupos  de  estudo  e  controle  simulado.  Observou-se  uma  redução  significativa  nos  níveis  séricos  no  15º  dia  no  grupo  de  estudo.

e  que  o  MDA  sérico  diminui  porque  o  proximal

FIG.  2.  (A)  Comparações  inter  e  intragrupo  do  número  de  cópias  de  DNA  mitocondrial  nos  grupos  de  estudo  e  controle.

(intergrupo).  1,  linha  de  base;  2,  dia  1  pós-intervenção;  3,  dia  15  pós-intervenção.  (C)  Comparações  inter  e  intragrupo  de

15  dias  após  a  intervenção.  (D)  Comparações  inter  e  intragrupo  da  capacidade  antioxidante  total  (CAT)  sérica  nos  grupos  de  estudo  e  controle  simulado.  Observou-se  

uma  capacidade  antioxidante  total  (CAT)  sérica  significativamente  maior  no  15º  dia  no  grupo  de  estudo  em  comparação  com  o  valor  basal.

Para  ser  claramente  elucidado,  nossos  resultados  apontam  para  um  potencial
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Referências

O  catabolismo  pode  estar  parcialmente  relacionado  à  regulação  positiva  da  expressão  do  

receptor  de  LDL.33–35  O  mecanismo  pelo  qual  o  ILIB  aumenta  o  HDL  não  é  totalmente  

compreendido,  mas  provavelmente  está  relacionado  ao  aumento  da  expressão  da  lipase  

lipoproteica  ou  à  diminuição  da  depuração  da  apolipoproteína  (Apo)  AI,34,36  o  que  pode  

aumentar  a  biossíntese  de  HDL.34  É  evidente  que,  in  vivo,  o  HDL  pode  inibir  a  modificação  

oxidativa  do  LDL.  Além  da  Apo  AI  antioxidante,  a  glutationa  e  a  paraoxonase  1  são  enzimas  

associadas  ao  HDL  que  inativam  os  peróxidos  lipídicos  e  outros  componentes  lipídicos  

oxidados  do  LDL.36,37

Resultados.  À  medida  que  a  prevalência  de  adiposidade  aumenta  em  pacientes  com  lesão  

medular  crônica,  cresce  a  compreensão  da  estreita  relação  entre  obesidade  e  doenças.  As  

fortes  relações  entre  o  metabolismo  lipídico  e  desfechos  negativos  de  saúde,  incluindo  

doenças  cardiovasculares,  diabetes  e  síndrome  metabólica,  exigem  o  esclarecimento  das  

alterações  nos  componentes  do  colesterol  em  pacientes  com  lesão  medular  crônica.  É  

interessante  notar  que  o  LDL  do  grupo  de  estudo  diminuiu  durante  o  período  de  administração  

de  ILIB  e  que  seu  HDL  aumentou  subsequentemente.  A  redistribuição  do  colesterol  foi  

fortemente  evidenciada  em  concordância  com  a  redução  acentuada  do  MDA  sérico  e  o  

aumento  do  TAC  sérico.  Consequentemente,  propomos  que  o  ILIB  desempenha  um  papel  

central  na  regulação  do  metabolismo  lipídico,  o  que  melhora  o  catabolismo  do  LDL,  reduz  

a  oxidação  do  LDL  e  aumenta  os  níveis  de  HDL.  Este  efeito  benéfico  do  ILIB  sobre  o  LDL
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Os  estudos  em  humanos  reforçaram,  portanto,  o  conjunto  de  pesquisas  que  

defendem  que  a  terapia  com  ILIB  promove  a  síntese  de  DNA  mitocondrial  ou  de  

ATP  celular  total,  a  atividade  antioxidante  e  a  redução  da  peroxidação  lipídica  e  da  

geração  de  dislipidemia,  contribuindo  para  o  alívio  de  condições  crônicas,  como  a  

lesão  medular  crônica.  Diante  desse  precedente  e  do  alívio  do  estresse  oxidativo  

e  da  capacidade  de  eliminação  de  ROS,  acreditamos  que  isso  sinaliza  claramente  

o  ILIB  como  uma  potencial  adição  ao  arsenal  terapêutico  atual  para  pessoas  com  

lesão  medular.

A  duração  da  sessão  tornou  impossível  examinar  o  momento  preciso  em  que  a  

proliferação  mitocondrial  e  a  homeostase  celular  foram  alcançadas,  bem  como  sua  

duração.  No  entanto,  nossa  decisão  de  administrar  o  laser  de  íons  leves  (ILIB)  15  

vezes  neste  protocolo  estava  de  acordo  com  estudos  anteriores  e  sugestões  de  

Weber  et  al.ÿ  Mais  pesquisas  com  diferentes  energias  de  laser  e  configurações  de  

aplicação  aprimorariam  esses  achados  e  identificariam  tratamentos  ideais  para  

adultos  com  lesão  medular  crônica.  Este  estudo  focou  na  comprovação  de  que  o  

estresse  oxidativo  em  indivíduos  com  lesão  medular  crônica  é  aliviado  após  a  

exposição  ao  laser  de  hélio-neônio.  A  relação  entre  a  geração  de  defesas  

antioxidantes  e  a  melhora  motora/sensorial  clínica  estava  além  do  escopo  deste  

estudo,  que  compreendeu  um  pequeno  número  de  participantes  submetidos  a  um  

curto  período  de  tratamento.  A  obtenção  de  significância  estatística  para  todos  os  

participantes  do  grupo  de  estudo  indica  fortemente  o  valor  de  explorar  e  testar  

ainda  mais  seus  achados  em  um  ensaio  clínico  em  larga  escala  com  intervenção  

de  ILIB  como  parte  do  tratamento  de  longo  prazo  de  pacientes  com  lesão  medular  

crônica.  Esperamos  que  uma  maior  redução  do  estresse  oxidativo  em  ensaios  de  

longo  prazo  possa  ter  melhores  resultados  na  recuperação  neurológica  e  metabólica  

da  lesão  medular,  visto  que  o  estresse  oxidativo,  além  das  EROs,  é  um  elemento  

chave  na  fisiopatologia  da  lesão  medular.18–20

A  metodologia  deste  estudo  apresentou  diversas  limitações.  Entre  elas,  a  falta  

de  monitoramento  contínuo  da  função  mitocondrial  e  dos  efeitos  antioxidantes  
antes  e  depois  de  cada  ILIB.
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