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Resumo: Introdugédo: O envelhecimento ovariano é caracterizado pelo acimulo de radicais livres, levando a
danos teciduais e afetando a satude reprodutiva. A irradiagéo intravascular do sangue com laser (ILIB,
utilizando um laser He-Ne de baixa energia) € conhecida por sua eficacia no tratamento de doengas
vasculares, reduzindo radicais livres e inflamag&o. No entanto, seu impacto no envelhecimento ovariano permanece ine
Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do ILIB no estresse oxidativo e no metabolismo energético em
ovarios envelhecidos. Métodos: Foi realizada analise genética em 75 pacientes inférteis com ovarios envelhecidos,
divididas em grupos tratados com ILIB e controle (CTRL). As pacientes foram submetidas a dois ciclos de
tratamento a laser e os pardmetros clinicos foram avaliados. Células do cumulus foram coletadas para andlise
genética da oxeiptose, glicélise e ciclo do acido tricarboxilico (TCA). Resultados: A andlise dos padrdes de
expressdo génica revelou achados intrigantes em pacientes tratadas com ILIB em comparagdo ao grupo nao
tratado. Notavelmente, o tratamento com ILIB resultou em uma regulac&o positiva significativa dos genes AIFM1 e
NRF2, relacionados & oxeiptose, sugerindo um potencial efeito protetor contra a morte celular induzida por estresse
oxidativo. Além disso, o tratamento com ILIB levou a uma regulagdo negativa do gene hexocinase 2 (HK2),
associado a glicolise, indicando uma mudanc¢a do metabolismo anaerdbico para o anaerébico, juntamente com um
aumento nos niveis de PDHA, indicativo de melhora da fun¢@o mitocondrial. Em consonancia com essas alteragoes,
os pacientes tratados com ILIB apresentaram expresséo elevada dos principais genes do ciclo do TCA, citrato
sintase (CS), subunidade A do complexo da succinato desidrogenase (SDHA) e fumarato hidratase (FH), o que indica melhore
Concluséo: Os resultados deste estudo reforcam o potencial do ILIB como estratégia terapéutica para atenuar o
envelhecimento ovariano. Ao combater o estresse oxidativo e melhorar o metabolismo energético, o ILIB demonstra
potencial para preservar a fungéo ovariana e a saude reprodutiva em mulheres idosas. Mais pesquisas séo
necessarias para elucidar os mecanismos subjacentes e otimizar a aplica¢@o do ILIB na prética clinica, com o
objetivo final de melhorar os resultados de fertilidade em mulheres que apresentam declinio ovariano relacionado a
idade.

Palavras-chave: ILIB; envelhecimento ovariano; oxeiptose; metabolismo energético

1. Introdugéo

O envelhecimento ovariano representa um fendmeno fisioldgico natural caracterizado por uma
deterioracao gradual da fungdo reprodutiva, particularmente evidente em mulheres com 35 anos ou
mais [1,2]. Esse processo se manifesta como diminui¢éo da reserva ovariana, comprometimento da
gualidade dos o6citos e aumento da ocorréncia de anormalidades cromoss6émicas. Juntos, esses
fatores contribuem para a reducédo da fertilidade e maior vulnerabilidade a infertilidade, bem como a

(https://creativecommons.org/licenses/bytomplica¢des durante a gravidez [2—4]. Diversos fatores contribuem para esse declinio associado a
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idade , incluindo a diminui¢édo da fun¢éo mitocondrial e da capacidade antioxidante tanto no ovario quanto no o\
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odcito e células da granulosa do cumulus circundante [5-8]. As mitocdndrias desempenham um papel
fundamental na producéo de energia celular por meio da fosforilagéo oxidativa, atuando como reguladores
vitais do metabolismo energético, da homeostase metabdlica e do gerenciamento do estresse oxidativo,
exercendo, assim, influéncia significativa sobre os processos de envelhecimento reprodutivo. Nas células
germinativas, as mitocondrias desempenham fun¢des indispensaveis no suporte a processos que demandam
muita energia, como a maturacao do odcito, a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario subsequente [9-13].

Na analise de dados do mundo real, tornou-se evidente que individuos categorizados como
respondedores adversos esperados, mais jovens ou mais velhos, apresentaram taxas cumulativas de parto
notavelmente menores em comparagédo com aqueles classificados como respondedores normais (29,4% vs.
12,5% vs. 50,6%, respectivamente) [14]. O risco de encontrar baixa resposta ovariana (BRO) durante ciclos
subsequentes de fertilizacao in vitro (FIV) foi de aproximadamente 11,5%, com um risco substancialmente
elevado observado entre mulheres com baixa reserva ovariana, apresentando BRO novamente em 57% dos
casos dentro de um ano ap@s as tentativas iniciais de FIV [15]. Além disso, uma proporcao significativa de
ciclos (13,3%) ndo produziu embrides de alta qualidade, ressaltando a prevaléncia de cenarios caracterizados
por BRO e baixa qualidade embrionaria [16]. Essas apresentacdes clinicas ressaltam a natureza complexa
do envelhecimento ovariano, onde a idade cronolégica da mulher serve como um preditor fundamental, mas
o envelhecimento ovariano prematuro também pode se manifestar, levando a qualidade comprometida dos
odcitos e ao subsequente desenvolvimento embrionario deficiente.

A etiologia do envelhecimento ovariano envolve processos multifatoriais, com o estresse
oxidativo emergindo como um fator crucial [17]. O estresse oxidativo, caracterizado por um
desequilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes em favor dos primeiros, pode exercer efeitos
deletérios sobre o tecido e a fungdo ovariana, levando, em Ultima insténcia, a diminuicao da
reserva ovariana e a qualidade comprometida dos odcitos [18]. Para mitigar as manifestagfes
clinicas associadas ao envelhecimento ovariano, intervencdes antioxidantes tém sido exploradas.
Essas interveng6es abrangem substancias como as vitaminas C e E, a coenzima Q10 e a
melatonina, que visam neutralizar os efeitos nocivos do estresse oxidativo e restaurar a homeostase celula
No entanto, a eficacia dessas intervengdes, particularmente em individuos com baixa resposta ovariana, tem
sido limitada, o que torna necessaria a exploragdo de novas modalidades terapéuticas.

A irradiacéo intravascular a laser do sangue (ILIB) surgiu como uma abordagem terapéutica
promissora para mitigar o estresse oxidativo e a inflamagéo, bem como para promover a
regeneracao e o reparo tecidual [20]. A ILIB consiste na exposi¢do do sangue circulante a
irradiacéo a laser de baixa intensidade, um processo conhecido por estimular a atividade
mitocondrial, aumentar o metabolismo celular e regular as respostas inflamatorias. Essa
modalidade de tratamento envolve direcionar um feixe de laser de baixa intensidade para a
corrente sanguinea, onde interage com as células sanguineas, influenciando potencialmente
varios processos fisioldgicos [21]. Esses efeitos sdo atribuidos a ativacao de vias de sinalizagéo
celular, incluindo a regulagéo positiva de enzimas antioxidantes e a modulacéo da producgéo de
citocinas pro-inflamatdrias [22]. Dadas as promissoras propriedades antienvelhecimento,
antioxidantes e anti-inflamatérias da ILIB, nosso estudo visa investigar seus potenciais efeitos
terapéuticos em individuos com baixa resposta ovariana e baixa qualidade embrionaria concomitante.

Em nosso estudo, incluimos 75 pacientes inférteis com sinais de envelhecimento ovariano que foram
submetidas ao tratamento com laser de fibra optica intraluminal (ILIB), que consiste na inser¢éo de uma fibra
de laser em uma veia por meio de um cateter. Cada sesséo de tratamento teve duracdo de 60 minutos, com
duas sessdes administradas com uma semana de intervalo para otimizar a eficacia terapéutica. Nosso
protocolo de avaliagdo abrangente inclui a analise das alteragdes nos perfis de citocinas pro-inflamatérias,
na dinamica hormonal e nos niveis do hormdnio antimilleriano (AMH) antes e depois do tratamento com
ILIB. Além disso, analisaremos meticulosamente a quantidade e a qualidade dos odcitos recuperados, as
taxas de fertilizagdo, a morfologia embrionaria e, por fim, os resultados da gravidez.

Por meio dessa abordagem abrangente, buscamos elucidar o potencial do ILIB como
intervencdo terapéutica para melhorar os resultados da gravidez em individuos com baixa resposta
ovariana. Ao promover a regeneragdo da fungdo mitocondrial, aprimorar o equilibrio pré-oxidante/
antioxidante e modular as respostas inflamatdrias, o ILIB pode oferecer uma nova estratégia
terapéutica para individuos com baixa resposta ovariana e baixa qualidade embrionaria. Além
disso, nosso estudo busca aprofundar nossa compreensao sobre a
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mecanismos subjacentes envolvidos no envelhecimento ovariano e identificacdo de potenciais alvos para pesquisas futuras

Intervencdes terapéuticas destinadas a otimizar os resultados de fertilidade nessa populagdo de pacientes.

2. Materiais e Métodos

2.1. Pacientes e Desenho

Este estudo prospectivo incluiu pacientes com histérico de pelo menos duas fertilizagdes in vitro (FIV) anteriores.
falhas apds a transferéncia de embrides de boa qualidade no Centro de Reproducéo do
Hospital Geral de Veteranos de Kaohsiung, em Taiwan, entre junho de 2023 e junho de 2024. Etico
A aprovacéo foi obtida do Comité de Revis&o Institucional do Hospital de Veteranos de Kaohsiung.
Hospital Geral (VGHKS23-CT3-20), e todos os participantes forneceram informagdes por escrito.
consentimento. Os autores declaram ndo haver conflitos de interesse relacionados a quaisquer produtos utilizados neste estudo.
Estudo. Participantes com falha de implantacéo recorrente que se submeteram a fertilizacéo in vitro/embrigo.
ciclo de transferéncia utilizando embrides criopreservados e falha em obter gravidez apés
pelo menos duas transferéncias de embriées, cada uma envolvendo no minimo quatro embrides de alta qualidade, foram realizadas.
recrutados prospectivamente. Os critérios de inclusdo abrangiam (i) idade entre 31 e 44 anos;
e (ii) um indice de massa corporal (IMC) ¥ 29 kg/m2 . Os critérios de excluséo incluiram (i) grave
endometriose; (ii) anomalia uterina; (iii) adenomiose; e (iv) presenca de doenca sistémica
doengas como disturbios autoimunes.

2.2. Protocolo de Tratamento

Os pacientes do grupo tratado com laser foram submetidos a irradiacdo do sangue venoso utilizando um feixe de hélio-nednio.
laser (JC-ILIB-800, Jin-Cheng Medical Company Limited, Taipei, Taiwan). Cada paciente
O paciente foi submetido a um protocolo abrangente de tratamento a laser, totalizando 20 sessdes.
administrado durante um periodo especifico (Figura 1). O protocolo de tratamento comegou com
Dez sessoes de laser, seguidas de um intervalo de uma semana para recuperagao e avaliacao.
Em seguida, os pacientes foram submetidos a mais 10 sess6es de laser para completar o tratamento.
ciclo. Ao longo de cada sesséo, foi utilizado um laser que emite comprimentos de onda de 632,8 nm .
A poténcia de saida do laser foi meticulosamente ajustada durante o processo de tratamento para otimizar o resultado.
resultados terapéuticos, priorizando a seguranca do paciente. Inicialmente, o laser foi configurado em um
poténcia de saida conservadora de 3,8 mW para a primeira sessdo, aumentando progressivamente para
4,1 mW na segunda sesséo, 4,4 mW na terceira sesséo e 4,7 mW na quarta sesséo.
sessé&o. Posteriormente, da quinta a vigésima sessdo, uma saida constante.
A poténcia de 5,0 mW foi mantida. Este regime de tratamento a laser personalizado foi desenvolvido.
Oferecer intervengao terapéutica precisa, mitigando ao mesmo tempo os potenciais efeitos adversos. Cada
A sessao de tratamento foi monitorada de perto para garantir a administragéo correta do medicamento.

1. pers. ed. 2024, 14. x para RECSENBIGIR QO laser maximiza seus efeitos benéficos para pacientes em tratamento pasa suas doengas.

condigdo especifica.

Infertile patients (n = 75)

ILIB (n = 33) | CTRL (n = 42)

Treatment protocol

1 15t round | 10 times
i.v. laser
(60 min )

le

2" round | 10 times

X"-».,__l
Rest for a wk. '('Z‘Oli?f;r IVF cyc

Figura 1. O fluxograma fornece uma representacéo visual da metodologia sistematica
empregagdalongo de todo o processo de pesquisa, para garantir a sele¢io meticulosa de estudos

para inc[@&\PRPanalise.

a an%'.}s.s(gleta de células do cumulus dos pacientes

Ap6s a coleta dos odcitos, os complexos cimulo-oécito da paciente foram coletados e lavados antes de
serem colocados em meio de fertilizag&o in vitro (FIV) sob 6leo mineral. As células do cimulo foram tratadas com
40 Ul/mL de hialuronidase (SynVitro™ Hyadase, Origo, Knardrupvej, Dinamarca) por 3 minutos e, em seguida,
lavadas com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS).

Ap6s a remocéo dos odcitos, as células do cumulus foram dissociadas mecanicamente e lavadas.
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2.3. Coleta de células do cumulus dos pacientes

ApoOs a coleta dos od6citos, os complexos cumulo-o6cito da paciente foram coletados e lavados
antes de serem colocados em meio de fertilizago in vitro (FIV) sob éleo mineral. As células do cimulo
foram tratadas com 40 Ul/mL de hialuronidase (SynVitro™ Hyadase, Origo, Knardrupvej, Dinamarca)
por 3 minutos e, em seguida, lavadas com solucao salina tamponada com fosfato (PBS). Apos a
remocédo dos o6citos, as células do cimulo foram dissociadas mecanicamente e lavadas novamente.
O sedimento de células do cumulus resultante foi ressuspenso em Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich,
Waltham, MA, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Thermo Fisher
Scientific , Waltham, MA, EUA), 5 mg/L de insulina, 5 mg/L de transferrina, 5 pug/L de selenito de sédio
(ITS, Sigma) e 1,25 uM de androstenediona (4-androsteno-3,17-diona, Sigma). As células do cumulus
foram entéo plagueadas em uma placa de 4 pocos na concentragdo de 2 x 10y células viaveis/pogo e
cultivadas a 37,5 °C em uma incubadora umidificada com 5% de COY por até 24 horas para experimentos poste

2.4. Extragéo de Acido Ribonucleico (RNA) e Reacéo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (PCR)

A extracao do RNA total seguiu um protocolo padrao utilizando o reagente QIAzol (QIAGEN).
A andlise de PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR) foi realizada utilizando um sistema de
deteccéo de sequéncia ABI Prism 7700 (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Norwalk, CT, EUA) e o
kit de reagentes SYBR Green PCR Core (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Norwalk, CT, EUA).
Experimentos em duplicata foram conduzidos para cada ponto de dados, e amostras que
apresentaram um coeficiente de variacdo para o valor de Ct > 1% foram retestadas. Os niveis de
expressdo do RNA mensageiro (mRNA) foram avaliados utilizando ensaios de gRT-PCR baseados
em SYBR Green no equipamento StepOne, fabricado pela Applied Biosystems (Perkin-Elmer
Applied Biosystems, Norwalk, CT, EUA), conhecido por sua precisao e reprodutibilidade na andlise da expre
O gene RNU6-1 foi utilizado como gene de referéncia para garantir a normaliza¢éo precisa dos dados de expressédo na
analise de qRT-PCR.

2.5. Andlise Estatistica Os

resultados obtidos neste estudo foram submetidos a uma analise rigorosa, abrangendo pelo menos trés ensaios
experimentais distintos, para garantir confiabilidade e consisténcia. Todos os dados foram apresentados como média e
desvio padréo, a fim de fornecer uma viséo abrangente da variabilidade dentro do conjunto de dados. As andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o teste t de Student pareado bicaudal, um método comumente empregado para
avaliar a significancia das diferengas observadas entre as condi¢8es experimentais. Um limiar de p < 0,05 foi estabelecido
para determinar a significancia estatistica, garantindo assim robustez e confiabilidade na interpretagéo dos resultados

experimentais.

3. Resultados

3.1. Caracteristicas Demogréficas e Clinicas de Pacientes Inférteis

Uma coorte de 75 individuos com infertilidade foi cuidadosamente selecionada no Centro de
Fertilizacao In Vitro (FIV) do Hospital Geral de Veteranos de Kaohsiung para participar deste estudo.
Esses participantes foram divididos em dois grupos distintos: o grupo controle (CTRL) e o grupo ILIB.
Dados demogréficos e clinicos detalhados foram meticulosamente coletados e analisados para cada
individuo. As Tabelas 1 e 2 fornecem uma viséo geral abrangente das caracteristicas basais, incluindo
variaveis-chave como idade, IMC, duracédo da infertilidade, histérico de falhas anteriores de FIV e
etiologia da infertilidade. Além disso, varios parametros clinicos foram registrados e analisados, como
niveis basais de horménio foliculo-estimulante (FSH), estradiol (E2) e hormonio luteinizante (LH);
duracéo da estimulacéo; nimero de odécitos recuperados; nimero de odcitos em metéfase II; taxa de
maturacgao; numero de odcitos fertilizados ; taxa de fertilizagdo; nimero de embriées no 3° dia; e
nimero de embrides de alta qualidade no 3° dia .
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Tabela 1. Caracteristicas basicas dos pacientes nos grupos CTRL e ILIB.

Parametros CTRL (n =42) ILIB (n =33)
Idade (anos) 389+32 39,8 +3,4
IMC (kg/m2) 233+45 23,1+4,3
Durag&o da infertilidade (em anos) 42£33 4932
Falha anterior na FIV (n) 1,4+£23 18+12
Tipos de infertilidade n (%)
Infertilidade primaria 20/42 (47,6%) 15/33 (45,5%)
Infertilidade secundaria 23/43 (53,4%) 9,8 18/33 (54,5%)
FSH basal (UI/L) +75112,8 109+6,7
E2 basal (pg/mL) +148,88,4 266,5 + 394,6
LH basal (UI/L) 13,6 7,6+6,0

FIV, fertilizag&o in vitro; FSH, hormonio foliculo-estimulante; E2, estradiol; LH, hormdnio luteinizante.

Tabela 2. Resultados das caracteristicas do ciclo em ambos os grupos.

Parametros CTRL (n =42) ILIB (n = 33)
Durag&o da estimulagéo (dias) 106+23 103+28
Numero de oécitos recuperados (n) 56+4.2 47+39
NGmero de oécitos em metafase Il (n) 4342 38+£31
Taxa de maturagéo (%) 80,7 + 3,6 84,7+ 3,8
Ntmero de odcitos fertilizados (n) 36%35 30£27
Taxa de fertilizagéo (%) 84,3+3,7 78,8 £ 79,6
NGmero de embrides no 3° dia (n) 33+28 29+27
3328 2,9+27

NUmero de embrides D3 de alta qualidade (n)

Além disso, essas tabelas também incluem informacgGes sobre quaisquer condicdes médicas preexistentes.
condi¢@es, uso de medicamentos e fatores de estilo de vida que podem influenciar os resultados do estudo.
Essa documentacao detalhada permite uma compreenséo abrangente do grupo de pacientes.
e facilita comparac6es significativas entre os grupos de envelhecimento e envelhecimento/ILIB. Por
Incorporando uma gama diversificada de variaveis demogréficas e clinicas, este perfil detalhado
Permite aos pesquisadores explorar possiveis associagdes entre esses fatores e a resposta.
para a terapia ILIB. Além disso, oferece informag@es valiosas sobre a heterogeneidade do
populagéo de pacientes, destacando variagdes individuais que podem impactar as respostas ao tratamento
e resultados.

3.2. O tratamento com ILIB melhorou a oxeiptose de células ovarianas envelhecidas.

A oxeiptose foi recentemente reconhecida como uma forma distinta de morte celular programada.
Caracterizado por mecanismos nao inflamatérios independentes da atividade da caspase. Este processo envolve
a detecgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) por meio da proteina Kelch-like ECH associada.
proteina 1 (KEAPL1), levando & ativagéo do fator indutor de apoptose 1 (AIFM1) e
A fosfoglicerato mutase 5 (PGAMS5) acaba por desencadear uma morte celular semelhante a apoptose.

As ROS sao normalmente eliminadas rapidamente em condi¢gdes normais, e seu acimulo excessivo pode ser prejudicial.
Pode induzir diversas vias de morte celular, incluindo apoptose e ferroptose. Fator nuclear

O fator 2 relacionado ao eritroide 2 (NRF2) desempenha um papel fundamental na regulagéo da transcri¢cdo de ROS.
modulando a expressdo de numerosos genes antioxidantes. KEAP1 atua como um sensor para ROS.

niveis dentro das células, ajustando a atividade do NRF2 de acordo (Figura 2). Células envelhecidas

séo particularmente vulneraveis a oxeiptose devido a sua capacidade antioxidante reduzida. Para investigar
Para avaliar o impacto do acimulo de ROS em células envelhecidas, analisamos genes associados a oxeiptose .
Nossos resultados revelaram mecanismos de elimina¢do de ROS comprometidos em células envelhecidas. Seguindo
O tratamento com ILIB resultou em um aumento significativo de NRF2 (Figura 2A, 0,041 + 0,046 vs. 0,20 + 0,19).
Observou-se expressao, sugerindo um aumento nas respostas antioxidantes. No entanto , ndo houve alteracdes
significativas nos niveis de expresséo de KEAP1 e PGAMS5.

(Figura 2B,C, 0,029 + 0,03 vs. 0,022 + 0,031; 0,073 £ 0,06 vs. 0,056 + 0,06). Notavelmente,

O efetor a jusante AIFM1, crucial para a regulacdo da oxeiptose, apresentou uma substancial
diminuigdo na expressao apos o tratamento com ILIB (Figura 2D, 0,044 + 0,035 vs. 0,017 + 0,01). Isso
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0,041 + 0,046 vs. 0,20 + 0,19), sugerindo um aumento nas respostas antioxidantes. No entanto, ndo houve
alteracdes significativas nos niveis de expressdo de KEAP1 e PGAMS5 (Figura 2B,C, 0,029 + 0,03 vs. 0,022 +
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substancial na expresséo ap6s o tratamento com ILIB (Figura 2D, 0,044 + 0,035 vs. 0,017 + 0,01). Isso indica
uma reducdao significativa na ocorréncia de oxeiptose ap0s a intervengao com ILIB.
%ﬁgﬁgg@ogrﬂegando um potencial beneficio terapéutico na mitigacéo dos processos de morte celular
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3.3. O ILIB alterou a reprogramacgéo do metabolismo energético das células do cumulus humano.

Neste estudo, foram investigadas alteragdes na reprogramacéo do metabolismo energético do cimulo humano.

Neste estudp, foral av Iiadas[ as alt ra}gﬁﬁ na reprograma a0 do me}abo ismo energségco das célulaa do cumulus
humano ém decorrencia do trafamento com 1L1B. Especificamente, foram analisados os nivers dé expressao dos genes.
G EE B R Y RARR S B R RENBER S0 A RIRS) MR B rRRHISRTAC B PR Niveis de expressdo de
FRSOHB MR R YNISEe PGB ARSCBLFIEME &8 IRHRIG HRRIdrgoenase A (LDHA) e a subunidade alfa da
O ciclo do TCA, incluindo CS, SDHA e FH, foi analisado. Notavelmente, o grupo ILIB apresentou
uma diminuigéo significativa na expressdo de HK2 (0,22 + 0,33 vs. 0,49 + 0,70), enquanto nenhuma alteragdo notavel
Observou-se diferenga na expressdo de LDHA, um gene chave envolvido na producao de lactato.
(0,37 £ 0,24 vs. 0,28 + 0,41). Por outro lado, a expressédo de PDHA, critica para a conversao de piruvato,

CTRL ILIB

em acetil-coenzima A para respiracédo aerébica, mostrou um aumento acentuado no ILIB

grupo (0,050 + 0,053 vs. 0,019 + 0,02) (Figura 3A). Da mesma forma, os niveis de CS, responsaveis por

catalisando a sintese de citrato, apresentou um aumento significativo apés o tratamento com ILIB (0,20 + 0,16
vs. 0,10 £ 0,07), assim como SDHA (0,055 + 0,049 vs. 0,021 + 0,018) e FH (0,082 + 0,086 vs.

0,039 + 0,044) (Figura 3B). Esses resultados indicam que o ILIB aumentou a energia mitocondrial.
eficiéncia de transporte e aumento da producéo de energia em células envelhecidas, destacando seu potencial
beneficios terapéuticos na mitigacéo do declinio da funcéo celular relacionado a idade.
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0,039 + 0,044) (Figura 3B). Esses resultados indicam que o ILIB aumentou a eficiéncia do transporte de energia
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3.4. Caracteristicas Demogréficas e Clinicas dos Pacientes antes e apos o Tratamento com ILIB

Examinamos meticulosamente os dados clinicos dos pacientes antes e depois do tratamento.

Examinamos meticulosamente os dados clinicos dos pacientes %ntes e depois de receberem o tratamento
com ILIB, permitindo uma avaliacao abrangente de seus efeitos. Embora as diferencas

O tratamento com ILIB permitiu uma avaliagdo abrangente dos seus efeitos. Embora a diferenga nos niveis de AMH e na contagem de foliculos antrais.
(CFA) antes e depois do tratamento com ILIB ndo tenha sido estatisticamente significativa, a analise dos resultados nao revelou diferencas significativas.

Embora as dife.rdengas r}os niveis de AMH e ga contagem de foligulos antrajséf;FA[) anaes e deﬂois do tratamento com ILIB nédo
tenham atingido significancia estatistica, observamos uma tendéncia notavel indicando um aumento nesses parametros.

EqPAEh RARJSHARAHRHIS anigancim SiRiiicR PRSSE AR I BERBRIAAYAVE BUlRRA8HTIB em
EseddaiBRiivR AROB RIRIRBAINS QA SIS S M RRIRREIRliRBELO Positivo na reserva ovariana e
Odl8d teRprataniirB e 65ee deseny/oliEneaisse)isHaoramber e RRRMARAS SHRias (RSt HIARIGABARS Hghfficativa
detgiiicatiuciiatoriiotameniciesdes olnins diém disgausrsimaapoderdiararido diferenca estatisticamente
Untzsdifeaacaigardigraficatera neldafia desmdugiad@asdtsdmwbibos énind denizamfisHlatamento revelou uma
E@W@é’,‘%@r‘ﬁiﬂ WW&{I&@‘W@&&@ iéﬁl@s%ﬁ@i%% AR b o katRMHA &9 IU{lﬁmiiﬂ‘i#iﬁéf(QPI}JE‘éa
ORRENGIMJY A IaGAREARS NGHITCABIND AN RIBI SaSRaSER FelEFRRIge S atisRenfNEANIRIB, indicando que os
uft g8 EavRInAISIRIEARNIR ObEHIS RafmaRSce i PR Sal'aTiRhHRR) ARIASAELY At RMANSAr BrRiAvada
E%&EBE%@?H&%@@&%%&%’E&Il;lﬁb-_%s‘i!ﬂflﬁi@_ﬁ‘féct%§ﬁ)@8§it%§{?é’g§8| @%mr#a&e%@%a
ARG Al BRR SEGE ANBE PRSRNREINAUENS A IS, L Bt aa R Re Al AR 42,4 Rio

entanto, 0 ambiente. Esses achadosr,.e con’urgo, E}Jgerem uF o.fratamento %m ILIB pode ter um efeito gositivo.
Essa tendéncia sugere uma possivel influencia do'ILIB na r_eau acao hormonal dentro do ovario, com impacto

na funcao ovariana e nosgerfls hormonais emng)amentes idosas, justificando estudos adicionais. .
ambiente. Esses achados, em.conjunto, suger_e gue o tratam?_nto com ILIB pode ter ﬂm impacto positivo na

investigagcao de seus mecanismos e na ofimizagao de sua aplicagao clinica para melhorar a saude.

resultados de fertilidade.
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O impacto na funcao ovariana e nos perfis hormonais em pacientes idosas justifica uma investigacao mais

aprofundada para elucidar seus mecanismos e otimizar sua aplicagdo clinica na melhoria dos resultad%s
. e
de fertilidade.
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Figura 4. Caracteristicas clinicas dos pacientes antes e depois do tratamento com ILIB, incluindo os niveis de AMH.
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4. Discusséo
4. Discusséo.

Pesquisas recentes tém elucidado a complexa relacao entre o metabolismo energético e a salde.

env RSB S ANER ST RISIRIR A RRARC NP IR ANEG & HARSLIEG SRS P8 o fisiolsgico
[5]. Disfungéo mitocondrial, caracterizada por fosforilagdo oxidativa prejudicada
PIORSRRCHCHSRIRD AutlipfiareandneRRadiIRL SR CIRArAdR AR RS HAGAA RS WA RIRILEIFRIAS dos ovarios 23]
Adasirsiacag s assericdR GaMRLome At ATB B L SIBE, W R R BRI RREBRI 83T C )
039 [83aé RYRGETBCTRREM BYRLR AER e NS ARYL iSRS HRGLALAD teatridise
aumento da producgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e estresse oxidativo.
diglneap IRedian 4 BBHERLBEMERTEICORIABLER? S £PEE G IE HAVGS ARIQNPEB dGos.
(RfAShGieaY ersr-exidatpdr4hEoisss PEacEsSASMRIAREH (RS iBhaaptgs contribuem para a
cline nacsalslgaRIns RRGIPRBIRR ESHAG AYBHAEPOPSER/BHEAERIHS BaRFRAR HadR BiRJas vasculares ,

saudaas também por suas potenciais vantagens terapéuticas em uma ampla gama de condi¢Ges de
degigRs. dias/ETEM BETRYBRRMSNEARORRAISASIEIAPSLISAT A8 AR SPRIPMEBBRIERFPANERRS SR capacidade
caRnEhi8aIdAlaRe it RIPBlIeMas GrediavascularesHdtla dRgertisRlersasRlamse amplpmestfesed oxidativo,
capamtiade sigtvelAprAmd R QUIEBRDc oM il Schiges 2cap seridyabs Alivier 0 BSERGSRe o
esHiesssidaaei piseanterRMEAEcAes FSIR0AIBEOSRIRERR S NRABEIDE0 (3R] 0/ RUPRIRAERD ¢ SRR A N7 IRBRYT R hRiK&: intensidade.
A tRsgpiseaMisisiegRRb AT HRNSHasedVBAIRAGED psicemProsateyparkia leseddednimine ieitprec aelased trisABIRMEsS dHasansmsan Nesas outras aplicacdes.
respiostae loividgicas indlaomcad\ @mgtesibenefidiisgeestabelecidos na salde vascular, seu impacto no
Nanétabalasalces @ dtith tE0] sitliéin\dissigad dLpBrisau sorgaiocomesirasse @pidatidiuvafienacinissora.
fupeodermeas eriutises|kany eirbgesoneiitls /& ciatdibias, aUIDIBwiRsrGisiudeadndinam

que o ILIB pode melhorar o metabolismo da glicose, aliviar os sintomas da neuropatia diabética e

melhorar a sensibilidade & insulina em pacientes diabéticos [27]. Além disso, seu efeito imunomodulador

As propriedades demonstraram potencial na redugdo da gravidade da doenga e na melhoria da qualidade de vida.
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vida em individuos com doencas autoimunes, como artrite reumatoide e lUpus eritematoso sistémico
[28].

Investigacdes anteriores consolidaram o entendimento de que a irradiagdo sanguinea intravascular a
laser (ILIB) possui a capacidade de ativar a cadeia respiratdria mitocondrial , aumentando assim a produgao
de adenosina trifosfato (ATP), vital para a manutencdo do metabolismo energético em tecidos envelhecidos
[29]. Esse fendmeno ressalta a intrincada interagdo entre a terapia ILIB e a bioenergética celular, sugerindo
um mecanismo potencial pelo qual a ILIB pode exercer seus efeitos terapéuticos. Ao aumentar a sintese de
ATP, a ILIB demonstra potencial para revitalizar as fun¢des celulares em tecidos envelhecidos, podendo
atenuar o declinio da atividade metabdlica e da funcéo tecidual relacionado a idade [27]. Isso destaca a
importancia de explorar mais a fundo os mecanismos moleculares subjacentes aos aumentos metabdlicos
induzidos pela ILIB e suas implicagdes no combate aos processos degenerativos relacionados a idade.

Em nossa investigagao, recrutamos 75 pacientes inférteis com ovarios envelhecidos e as
dividimos em grupos tratados com ILIB e nédo tratados. O grupo tratado com ILIB foi submetido a dois
ciclos de tratamento a laser, enquanto os parametros clinicos foram avaliados juntamente com a
analise genética das células do cumulus para avaliar alteragées na oxeiptose, glicélise e ciclo do TCA.
Nossos achados revelaram alteragées intrigantes nos padrdes de expressao génica apds o tratamento
com ILIB. Notavelmente, o ILIB levou a uma regulacao positiva significativa dos genes AIFM1 e NRF2,
relacionados a oxeiptose , sugerindo um potencial efeito protetor contra a morte celular induzida por
estresse oxidativo em ovarios envelhecidos. Além disso, o tratamento com ILIB resultou em uma
regulagdo negativa do gene HK2, associado a glicélise, indicando uma mudancga do metabolismo
anaerobico para o anaerobico, juntamente com niveis aumentados de PDHA, indicativos de funcéo
mitocondrial aprimorada. Consistente com essas alteragdes, as pacientes tratadas com ILIB exibiram
expressao elevada dos principais genes do ciclo do TCA, CS, SDHA e FH, sinalizando melhora no metabolismo ¢

O potencial do ILIB para impactar positivamente o metabolismo energético e a saude celular em
células germinativas envelhecidas € uma descoberta notavel, sugerindo que essa terapia poderia ser
integrada a protocolos de tratamento para melhorar os resultados reprodutivos em individuos mais
velhos. A capacidade do ILIB de modular as vias de estresse oxidativo, aumentar a eficiéncia
mitocondrial e direcionar os processos metabdlicos para uma producdo de energia mais eficiente reforca
seu potencial terapéutico. No entanto, é fundamental compreender os mecanismos subjacentes com
mais detalhes, o que poderia abrir caminho para a otimiza¢édo dos protocolos de tratamento e a
maximizacao dos beneficios terapéuticos. Uma limitagéo significativa de nossa pesquisa reside no
tamanho relativamente pequeno da amostra utilizada. Consequentemente, embora tenhamos observado
uma tendéncia de melhora nos resultados clinicos ap6s o tratamento com ILIB, essas mudancas ndo
atingiram significancia estatistica. Portanto , € imprescindivel interpretar nossos achados com cautela
e reconhecer a necessidade de investiga¢des adicionais com coortes maiores para corroborar e validar
nossas observagdes preliminares. Estudos futuros devem buscar incluir um nimero mais substancial
de participantes e considerar delineamentos longitudinais para melhor avaliar os beneficios a longo
prazo e os potenciais efeitos colaterais da terapia com ILIB no contexto do envelhecimento e da infertilidade.

Além disso, explorar os impactos diferenciais do ILIB em vérias subpopulag¢es, incluindo
aquelas com diferentes etiologias de infertilidade, poderia fornecer informac¢des mais personalizadas
e aumentar a aplicabilidade do ILIB em contextos clinicos. Compreender as respostas especificas de
cada paciente e adaptar os tratamentos de acordo com elas poderia melhorar significativamente os
resultados terapéuticos e a satisfacéo do paciente.

5. Conclusdes

Em geral, as diversas vantagens do ILIB ressaltam seu potencial como uma abordagem de tratamento
versatil com aplicag6es mais amplas que vao além do envelhecimento ovariano. Ao combater o estresse
oxidativo e impulsionar o metabolismo energético, o ILIB demonstra potencial para melhorar os resultados
de saide em uma variedade de condigfes médicas. Essa terapia multifacetada tem a capacidade de
impactar positivamente diversas condi¢des de salde, atuando sobre os mecanismos fisiologicos subjacentes.

Contribui¢bes dos autores: Conceitualizacao, L.-TL e C.-JL; metodologia, C.-UC; anélise
formal, P.-HL, P.-WL e Y.-CC; recursos, H.-WT;, redacéo — revisdo e edi¢do, K.-HT. Todos os
autores leram e concordaram com a versao publicada do manuscrito.
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