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Resumo 
Os efeitos da laserterapia de baixa potência estão diretamente 

relacionados aos parâmetros dosimétricos e ao tipo de laser utilizado. 
O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de diferentes doses 
de irradiação dos lasers de GaAlAs e de InGaAlP sobre a proliferação 
de mioblastos cultivados em situação de carência nutricional (mo-
delo de mimetização de injúria muscular). Os mioblastos C2C12 
cultivados em meio defi ciente em nutrientes foram irradiados com 
laser de baixa potência de GaAlAs (660 nm) e InGaAlP (780 nm) 
com densidades de energia de 1,3, 2,5, 3,8 e 5 J/cm2 e 1,3, 2,5, 5 
e 6,3 J/cm2, respectivamente. A proliferação celular foi avaliada 
48 horas após a irradiação por meio da mensuração da atividade 
mitocondrial e do ensaio de cristal violeta. Não houve diferença 
signifi cativa na proliferação celular entre as culturas irradiadas e 
culturas de controle para qualquer um dos parâmetros. Mais estudos 
são necessários para determinar os parâmetros ideais da laserterapia 
na bioestimulação de mioblastos.
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Artigo original

Abstract
Th e eff ects of phototherapy using low-level laser depend on 

irradiation parameters and the type of laser used. Th e aim of the 
present study was to evaluate the eff ect of phototherapy on the 
proliferation of C2C12 myoblasts in cell culture under defi cient 
nutritional condition (muscle injury model) using low-level GaAlAs 
and InGaAlP lasers. C2C12 myoblasts in nutrient-defi cient medium 
were irradiated with low-level GaAlAs (660 nm) and InGaAlP (780 
nm) lasers with energy densities of 1.3, 2.5, 3.8 e 5 J/cm2, and 1.3, 
2.5, 5 e 6.3 J/cm2, respectively. Cell proliferation was assessed 48 
hours after irradiation by measuring the mitochondrial activity and 
by the crystal violet assay. Th ere were no signifi cant diff erences in cell 
proliferation between laser-treated myoblasts and control cultures 
for any of the parameters. Further studies are necessary to determine 
the correct laser parameters for the biostimulation of myoblasts.
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Introdução

As lesões musculares são muito comuns nas práticas espor-
tivas, sendo as principais responsáveis pelos afastamentos dos 
atletas durante competições ou treinamentos [1-2]. 

Nestas situações de injúria muscular, o processo de for-
mação do novo tecido requer que células mononucleadas 
quiescentes precursoras se tornem ativas, se proliferem, se dife-

renciem em mioblastos e se fundam para formar os miotubos. 
Subsequentemente, os miotubos irão sofrer diferenciação e 
maturação para formar fi bras musculares funcionais reparando 
assim as miofi brilas danifi cadas [3-8].

Um dos recursos bioestimulantes mais utilizados com o 
intuito de acelerar o processo de reparo do tecido muscular 
esquelético é a terapia com laser de baixa potência (LBP). Em 
contrapartida ainda são escassas, e por vezes contraditórias, as 
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evidências científi cas e clínicas que determinam os parâmetros 
dosimétricos e metodológicos necessários à aquisição de seus 
objetivos terapêuticos [1,9-13].

Por outro lado, a avaliação dos efeitos do laser em cultura 
celular permite padronizar as amostras, estabelecer rígido 
controle sobre o pH, temperatura, pressão osmótica, tensão 
de gás carbônico e de oxigênio, possibilitando uma compre-
ensão mais aprofundada e específi ca sobre o efeito terapêutico 
deste recurso [14-15]. É possível ainda mimetizar a injúria 
muscular em cultura celular [16], por meio da diminuição da 
concentração de nutrientes no meio de cultivo, pois após uma 
lesão muscular a região sofre isquemia, há falta de nutrientes 
e de oxigênio [17].

Além disso, o uso de linhagens celulares elimina a possi-
bilidade da infl uência da irradiação laser sobre a produção de 
fatores ativos por células não miogênicas contidas em culturas 
primárias, como fi broblastos e macrófagos [7,9,18-19].

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos lasers de 
Arseneto de Gálio Alumínio (GaAlAs, 660nm) e de Fosfeto 
Índio Gálio Alumínio (InGaAlP, 780 nm) sobre a proliferação 
de mioblastos (linhagem C2C12) cultivados em situação de 
mimetização de injúria muscular.

Material e métodos

Cultura celular

A linhagem celular C2C12 é um subclone da linhagem 
celular de mioblastos C2 derivada de células satélites de ratos 
adultos [20,21]. As células C2C12 foram cultivadas em meio 
Eagle modifi cado por Dulbecco (DMEM, Cultilab, Campi-
nas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino 
(SFB, Cultilab) e 1% de solução antibiótica-antimicótica 
(Cultilab), sempre a 37°C em um ambiente úmido e a 5% 
CO2. As células foram mantidas em estado de subconfl uência 
e repicadas a cada 2 ou 3 dias. 

Experimentos

Antes dos experimentos, todas as culturas foram examina-
das e a sua viabilidade foi confi rmada pelo método de exclusão 
do azul de trypan. Para induzir o estresse celular, metade das 
culturas foi cultivada em DMEM suplementado com apenas 
5% de SFB por 24 hs antes de cada experimento. Esta situ-
ação in vitro produz estresse similar às condições de estresse 
in vivo, reduzindo as taxas de crescimento celular [15,21-25] 
e, portanto, permitindo a observação dos possíveis efeitos da 
fototerapia no crescimento das culturas [15,22].

Irradiação laser

As células foram irradiadas com o lasers de GaAlAs 
(660nm) e de InGaAlP (780 nm) (MMOptics Ltd., São 
Carlos, SP, Brasil) nos parâmetros listados na tabela I, sendo 

o tempo de exposição fi xado em 10 segundos. A potência 
de saída dos lasers foi checada por meio de um medidor de 
potência LaserCheck (Coherent, Santa Clara, CA, USA). Para 
padronizar os resultados, a distância entre o cabeçote do laser 
e as culturas celulares foi mantida constante. A irradiação 
foi aplicada no fundo dos tubos de ensaio que continham as 
células em cultura, como anteriormente descrito [16]. Desta 
maneira, o feixe laser não passou pelo meio de cultura, mas 
foi aplicado diretamente no agregado celular presente no 
fundo dos tubos. As culturas controle foram submetidas às 
mesmas condições experimentais que as células dos grupos 
experimentais, exceto para a irradiação. As irradiações foram 
realizadas em penumbra para evitar a infl uência de outras 
fontes de luz. 

Tabela I - Parâmetros dosimétricos utilizados.
Compri-
mento de 

onda

Potência 
de saída 

(mW)

Área 
cabeçote 

(cm2)

Potência 
(mW/
cm2)

Densidade 
de energia

(J/cm2)
780 5 0.4 12.5 1.3
780 10 0.4 25 2.5
780 20 0.4 50 5
780 25 0.4 62.5 6.3
660 5 0.4 12.5 1.3
660 10 0.4 25 2.5
660 15 0.4 37.5 3.8
660 20 0.4 50 5

Os grupos experimentais incluíram o grupo controle (não 
irradiado), os grupos tratados com laser de 780 nm operando 
a 1,3, 2,5, 5 e 6,3 J/cm2, e os grupos tratados com o laser de 
660 nm operando a 1,3, 2,5, 3,8 e 5 J/cm2. Todos os grupos 
foram cultivados em meio de cultura contendo 5% SFB.

Efeitos da irradiação laser sobre a prolifera-
ção celular

Depois da irradiação, as culturas do grupo controle e 
as experimentais foram distribuídas (104 células/poço) em 
placas de 96 poços. Para a análise de proliferação celular, as 
células foram incubadas em um ambiente úmido com 5% de 
CO2 por 48 horas. A análise da atividade mitocondrial e o 
ensaio de cristal violeta foram, então, realizados para avaliar 
a proliferação celular.

Análise da atividade mitocondrial (teste 
MTT)

A função mitocondrial dos mioblastos C2C12 foi ava-
liada por meio do ensaio MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5,-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA). Depois da irradiação laser e incubação 
por 48 horas, o MMT foi adicionado às culturas celulares 
numa concentração de 0,5 mg/mL e as células foram in-
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cubadas num ambiente úmido, contendo 5% CO2, a 37° 
por 3 h. Depois deste período, 100 mL de isopropanol foi 
adicionado em cada poço para dissolver os cristais forma-
zan. A absorbância foi medida a 620 nm usando um leitor 
de microplacas (Anthos2020, Anthos Labtec Instruments, 
Wals, Austria). 

Ensaio de cristal violeta

O ensaio cristal violeta é útil para obter informação 
quantitativa sobre a densidade relativa de células aderidas 
em placas de cultura. Brevemente, ao fi nal do período de 
incubação, e depois da remoção do meio de cultura, as 
placas de 96 poços foram lavadas com 100 ml de PBS por 
poço, coradas por meio da adição de 10 l de solução cristal 
violeta a 0.5% (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 
em 30% de ácido acético, por 15 minutos em temperatura 
ambiente e fi nalmente lavadas com água destilada [16]. O 
cristal violeta foi solubilizado em 200 μl de etanol por 30 
minutos e a absorbância foi medida a 620 nm usando o 
leitor de microplacas. 

Análise estatística

Os dados de absorbância (correspondente à proliferação 
celular) foram obtidos em quadruplicata e estão represen-
tados como médias ± valores de desvio padrão (DV). As 
comparações entre os grupos foram realizadas usando análise 
de variância (ANOVA) e o teste Dunnett foi usado para de-
terminar diferenças signifi cativas entre os grupos irradiados 
e o grupo controle. Valores de p < 0,05 foram considerados 
estatisticamente signifi cantes. Os dados foram analisados 
usando o software estatístico GraphPad Prism 4.0 (GraphPad 
Software, San Diego, CA, USA). Foram realizados 3 expe-
rimentos independentes em quadruplicada embora apenas 
um único experimento representativo dos três realizados está 
demonstrado em cada fi gura.

Resultados

Efeito da irradiação de laser InGaAIP na 
proliferação celular (780 nm a 1,3, 2,5, 5 e 6,3 
J/cm² )

Não houve diferença signifi cante na proliferação celular 
(avaliada pelos métodos MTT e cristal violeta) entre mio-
blastos tratados com laser e culturas controle depois de 48 
horas de incubação. 

A Figura 1 (A e B) mostra a comparação entre a prolife-
ração dos mioblastos C2C12 irradiados com o laser 780 nm 
(com densidades de energia 1,3, 2,5, 5 e 6,3 J/cm²) com a 
proliferação das culturas controle não irradiadas, ambas cul-
tivadas em meio com 5% de SFB (modelo de mimetização 
de injúria muscular).

Figura 1A - Viabilidade e proliferação celular medida como 
absorbância (ensaio cristal violeta) de células C2C12 em meio de 
cultura (5% SFB) e irradiadas com o laser de diodo AsGAAl (780 
nm) com densidades de energia de 1.3, 2.5, 5 e 6.3 J/cm². Não 
houve diferença signifi cante na viabilidade celular entre os grupos 
de controle e experimental em ambos os ensaios.
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Figura 1B - Viabilidade e proliferação celular medida como absor-
bância (ensaio MTT) de células C2C12 em meio de cultura (5% 
SFB) e irradiadas com o laser de AsGAAl (780 nm) com densidades 
de energia de 1.3, 2.5, 5 e 6.3 J/cm². Não houve diferença signifi can-
te na viabilidade celular entre os grupos de controle e experimental 
em ambos os ensaios.

Efeito de irradiação do laser de GaAIAs na 
viabilidade celular (660 nm a 1,3, 2,5, 3,8 e 5 
J/cm2)

Da mesma forma, nos grupos tratados com o laser de 660 
nm, não houve diferença signifi cante na proliferação celular 
(avaliada pelo método MTT e pelo ensaio de cristal violeta) 
entre mioblastos tratados com laser e células controle, depois 
de 48 horas de incubação. 

A Figura 2 (A e B) mostra a comparação entre a prolife-
ração dos mioblastos C2C12 irradiados com o laser de 660 
nm (com densidades de energia de 1,3, 2,5, 3,8 e 5 J/cm2) 
com a proliferação das culturas controle não irradiadas, ambas 
cultivadas em meio de cultura (5% de SFB).
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Figura 2A - Viabilidade e proliferação celular medida como 
absorbância (ensaio cristal violeta) de células C2C12 em meio de 
cultura (5% SFB) e irradiadas com o laser de diodo GaAlAs (660 
nm) com densidades de energia de 1.3, 2.5, 3.8 e 5 J/cm². Não 
houve diferença signifi cante na viabilidade celular entre os grupos 
de controle e experimental em ambos os ensaios.

De fato, cada tipo celular ou linhagem tem um pico ótimo 
de irradiação que é dose-dependente, podendo-se estabelecer 
inclusive uma curva de fl uência versus resposta biológica, de 
modo que valores acima deste pico ocasionam uma fotoini-
bição, conforme o conceito da lei de Arndt-Schultz [30-33]. 

Optamos aqui pela utilização da linhagem celular C2C12 
pelo fato destas células derivarem de músculo esquelético de 
camundongos, exibirem a maioria das características dos mio-
blastos normais e diferenciarem-se em cultura, propiciando um 
bom modelo para estudar a regeneração muscular [7,9,19,34].

Foram investigados os efeitos da irradiação do laser de 
GaAlAs sobre a função mitocondrial de miotubos C2C12 para 
determinar os parâmetros de irradiação que poderiam ser utili-
zados para melhorar a função das mitocôndrias. Neste estudo, 
as culturas de miotubos foram continuamente irradiadas, por 
600 s, com um laser de 810 nm em densidades de energia de 
0,33-14,16 J/cm2. Os autores [35] relataram que densidades 
de energia de 0,33-8,22 J/cm2 não causam nenhum dano 
para a função mitocondrial das células, enquanto que doses 
de 11,22-14,16 J/cm2 são deletérias à função celular.

Os resultados de nosso estudo não puderam ser compa-
rados com os relatados por Xu et al. [35], pois utilizaram 
um comprimento de onda diferente (810nm) e relataram 
apenas as densidades de energia e tempo de irradiação. Além 
disso, eles induziram a diferenciação dos mioblastos C2C12, 
avaliando os efeitos do laser sobre miotubos.  

Nosso grupo avaliou os efeitos dos lasers de GaAlAs (660 
nm) e de InGaAlP (780 nm) sobre a viabilidade de mioblastos 
C2C12 utilizando dosagens de 3.8, 6.3 e 10 J/cm2, e 3.8, 10 
e 17.5 J/cm2, respectivamente. Nestes parâmetros a irradiação 
laser não altera a viabilidade celular após período de incubação 
de 24 horas de aplicação [16]. Também foi demonstrado que 
os mioblastos C2C12 cultivados em meio, com apenas 5% de 
Soro Fetal Bovino (SFB), conservam sua viabilidade, mas as 
taxas de crescimento caem signifi cantemente quando compa-
radas às células cultivadas em meio de cultura suplementado 
com 10% de SFB. Portanto, a concentração de soro proposta 
neste trabalho é apropriada para o experimento, pois mimetiza a 
lesão muscular sem comprometer a viabilidade das células [16].

Diante da variabilidade encontrada na literatura quanto 
aos efeitos da aplicação destes lasers, sabemos que ainda existe 
um vasto campo de pesquisa a ser explorado a fi m de que seja 
possível estabelecer parâmetros ideais de aplicação para mio-
blastos e fi nalmente, para a obtenção dos efeitos terapêuticos 
desejados com a laserterapia.

Conclusão

No presente estudo, os parâmetros avaliados também não 
foram sufi cientes para a bioestimulação dos mioblastos, assim, 
outros estudos são necessários para entender os mecanismos de 
bioestimulação a laser em células de músculo esquelético. Além 
disso, tais estudos também podem determinar os parâmetros 
de laser corretos para otimizar a bioestimulação de mioblastos.
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Figura 2B - Viabilidade e proliferação celular medida como 
absorbância (ensaio MTT) de células C2C12 em meio de cultura 
(5% SFB) e irradiadas com o laser de diodo GaAlAs (660 nm) com 
densidades de energia de 1.3, 2.5, 3.8 e 5 J/cm². Não houve dife-
rença signifi cante na viabilidade celular entre os grupos de controle 
e experimental em ambos os ensaios.
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Discussão

O presente estudo demonstrou que a laserterapia em 
diferentes comprimentos de onda e parâmetros de energia 
não foi capaz de prover taxas de crescimento mais altas que 
as obtidas nas culturas dos grupos controle. Estes resultados 
foram confi rmados por dois diferentes ensaios de viabilidade 
celular: o ensaio cristal violeta, que indica a densidade relati-
va das células aderidas à placa e o ensaio MTT, que avalia a 
atividade mitocondrial.

Os relatos científi cos sobre a aplicação destes lasers (nestes 
mesmos comprimentos de onda) em culturas celulares de-
monstram resultados variáveis. São relatados efeitos diferentes, 
mesmo usando parâmetros similares, dependendo do tipo 
tecidual e celular e da função avaliada [9,16,22-29]. 
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