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RESUMO 

Devido ao seu papel funcional, o músculo esquelético representa um dos órgãos 

mais lesionados do corpo. Contudo, este tecido possui alta capacidade 

adaptativa e regenerativa garantida pela presença das células satélites (CS) que, 

após a lesão, passam pelas fases de proliferação, diferenciação e fusão para 

recompor o musculo afetado. Os macrófagos desempenham papel crucial nesse 

processo, modulando por meio de seus produtos, as diferentes fases do reparo 

muscular. A fotobiomodulação (FBM) tem demonstrado, efeitos positivos sobre 

o reparo muscular atuando na migração e proliferação celular, assim como sobre 

a síntese de mediadores inflamatórios em diferentes linhagens celulares de 

macrófagos e de mioblastos. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos 

da FBM sobre a viabilidade, proliferação e diferenciação e síntese de óxido 

nítrico (NO), IL-6 e TNF-α de células satélites musculares (C2C12) 

indiferenciadas e induzidas a diferenciação quando cultivadas na presença do 

meio condicionado de macrófagos J774, ativados para perfil M1 (LPS e IFN-Ɣ) e 

irradiados com os mesmos parâmetros dosimétricos. Foram avaliados as 

seguintes situações experimentais: (A) mioblastos C2C12 em meio de 

proliferação (10% de soro fetal bovino - SFB): (1) C2C12 NI (não-irradiada) + 

meio de proliferação, (2) C2C12 NI + meio condicionado de macrófagos (MM) 

não ativado, (3) C2C12 NI + M1 MM não-irradiado, (4) C2C12-FBM + M1 MM 

não-irradiado, (5) C2C12 NI + M1 MM irradiado, (6) C2C12- FBM + M1 MM 

irradiado; e (B) mioblastos C2C12 induzidas a diferenciação (2% soro de cavalo 

- SC): (7) C2C12 NI + meio de diferenciação, (8) C2C12 NI + MM não ativado, 

(9) C2C12 NI + M1 MM não-irradiado, (10) C2C12-FBM + M1 MM não-irradiado, 

(11) C2C12 NI + M1 MM irradiado, (12) C2C12- FBM + M1 MM irradiado. As 

irradiações foram realizadas utilizando laser Arseneto de Gálio Alumínio (780 

nm, 70 mW, 17,5 J/cm2, 1 J). Os mioblastos C2C12 indiferenciados (10% SFB) 

e induzidos a diferenciação (2% SC - 72h) foram irradiados, plaqueados e 

receberam o meio condicionado de macrófagos nas concentrações finais de 30 

e 50% (v/v) e foram incubados em 370C, 5% CO2 por 24 e 48h. Foram avaliados 

a viabilidade, proliferação celular e a síntese de NO através a técnica de MTT, 

Cristal Violeta e Griess, respectivamente, a síntese de IL-6 e TNF-α foi avaliada 

pela técnica de ELISA. A diferenciação dos mioblastos foi avaliada por meio da 



 

contagem de núcleos e índice de fusão usando os corantes May Grunwald e 

Giemsa. Foram realizados três experimentos independentes. Todos os 

resultados foram submetidos a análise estatística. Os resultados demonstraram 

que o tratamento com FBM pode gerar efeitos positivos no que se refere ao 

aumento da viabilidade e proliferação de CS na fase proliferativa após 48h 

cultivadas em maior concentração (50%) de meio condicionado M1 irradiado e 

aumento da viabilidade de CS em fase de diferenciação após 48h cultivadas em 

diferentes concentrações e aumento da proliferação (48h) cultivado em menor 

concentração (30%) de meio condicionado de macrófagos M1 irradiados. 

Promoveu redução de NO em CS irradiadas em suas diferentes fases em 

diferentes concentrações de meio condicionado de macrófagos M1 irradiados 

após 24 e 48h. Redução da síntese das citocinas pró-inflamatórias em ambas 

concentrações de meio condicionado de macrófagos M1 irradiado, como: 

redução IL-6 em CS irradiadas em fase de proliferação após 24 e 48h de cultivo 

e redução da síntese de TNF-α após 48h em CS irradiadas nas fases de 

proliferação e diferenciação. E no favorecimento do processo de diferenciação 

(índice de fusão) de CS indiferenciadas e irradiadas (24 e 48h) e diferenciadas 

e irradiadas (48h) cultivadas em diferentes concentrações de meio condicionado 

de macrófagos M1 também irradiados. Em conclusão, a FBM pode gerar efeitos 

positivos em células satélites musculares em suas diferentes fases, quando 

cultivadas em meio a diferentes concentrações de produtos de macrófagos de 

perfil pró-inflamatório (M1) também submetidos a irradiação nos mesmos 

parâmetros, no que se refere a redução da síntese de NO e citocinas 

inflamatórias e no favorecimento do processo de diferenciação das células 

satélites musculares (índice de fusão). 

 
 

Palavras-chave: células satélites musculares, lesão muscular aguda, 

macrófagos, meio condicionado, fotobiomodulação. 



 

ABSTRACT 

Due to their functional role, skeletal muscles represent the most common organ 

susceptible to injuries. However, this tissue has a high adaptive and regenerative 

capacity due to the presence of satellite muscle cells (SC) that, after an acute 

injury, are able to activate, proliferate, differentiate and fuse to reconstitute the 

área that is injurie. The macrophages have a great influence and importance to 

the skeletal muscle regeneration process, since the products secreted by them 

can influence the different stages of muscle repair. Photobiomodulation (PBM) 

has been demonstrated in the literature, positive effects in the process of muscle 

repair in the modulation of migration and cell proliferation viability, such as the 

synthesis of inflammatory mediators in different cell lines of macrophages and 

myoblasts. In the present study, the aim was to evaluate the effects of PBM in 

cell viability, proliferation and differentiation and synthesis of nitric oxide (NO), IL- 

6 and TNF-α on satellite muscle cells (C2C12) in undifferentiated and 

differentiated stages cultivated in a presence of activated M1 (LPS and IFN-Ɣ) 

J774 macrophages profile conditioned medium irradiated with same dosimetric 

parameters. The groups were evaluated under the experimental conditions: (A) 

proliferation C2C12 myoblasts condition (10% Fetal Bovine Serum - FBS): (1) 

C2C12 NI (non-irradiated) + proliferation medium, (2) C2C12 NI + non-activated 

macrophage conditioned medium (MM), (3) C2C12 NI + M1 MM  non-irradiated, 

(4) C2C12- PBM+ M1 MM non-irradiated, (5) C2C12 NI + M1 MM irradiated, (6) 

C2C12-PBM + M1 MM irradiated; and (B) myoblasts C2C12 in differentiation 

condition (2% Horse Serum – HS): (7) C2C12 NI (non-irradiated) + differentiation 

medium, (8) C2C12 NI + non-activated MM, (9) C2C12 NI + M1 MM non- 

irradiated, (10) C2C12- PBM+ M1 MM non-irradiated, (11) C2C12 NI + M1 MM 

irradiated, (12) C2C12-PBM + M1 MM irradiated. ). The irradiation was performed 

once using an aluminum-gallium-arsenide (780 nm, 70 mW, 17,5 J/cm2, 1 J). 

Myoblasts C2C12 were cultivated in proliferation medium (10% FBS) and a 

differentiation medium process were induced by replacing the proliferation 

medium to differentiation medium (2% HS – 72h), they were irradiated, seeded 

in plates and received 30 and 50% (v/v) of macrophage conditioned-medium and 

cells were incubated at 370C, 5% CO2 for 24 and 48h. At the end of this period 

the cell viability, proliferation and the NO synthesis were assessed using MTT, 



 

Crystal Violet and Griess method respectively and IL-6 and TNF-α synthesis were 

assessed using ELISA. Myoblasts differentiation was evaluated by nuclear 

distribution and fusion index May-Grunwald and Giemsa staining. Three 

independent experiments were performed. All results were analyzed statistically. 

The cells treated with PBM showed positive effects as regards in enhance of cell 

viability and proliferation of undifferentiated SC after 48h cultivated in a higher 

concentration (50%) of M1 conditioned medium irradiated and enhance in C2C12 

differentiated viability (48h) cultivated in both concentrations and enhance 

proliferation (48h) when cultivated in lower concentration (30%) of M1 

macrophage conditioned medium irradiated. Decreased NO synthesis of 

irradiated SC in proliferation and differentiation stages when was cultivated in 

both concentrations of M1 macrophages conditioned medium after 24 and 48h. 

At protein level, showed a pro-inflammatory cytokines decreased when cultivated 

in both concentrations, such as: IL-6 decreased in undifferentiated SC treated 

with PBM after 24 and 48h and TNF-α decreased after 48h of undifferentiated 

and differentiated SC. And PBM showed an advantage of differentiation process 

(index fusion) of undifferentiated SC (24 and 48h) and differentiated SC (48h) 

when cultivated in both concentrations of M1 macrophages conditioned médium 

irradiated. In conclusion, the PBM can generate positive effects in satellite muscle 

cells cultivated in a microenvironmetal with differents concentrations of products 

secreted by pro-inflammatory (M1) macrophages also irradiated with same 

dosimetric parameters, in relation to decrease in NO syntesis and inflammatory 

citokines and in the advantage of differentiation process of satellite muscle cells 

(fusion index). 

 
Keywords: satellite muscle cells, acute muscle injury, macrophages, conditioned 

medium, photobiomodulation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. Células satélites, processo inflamatório e papel dos macrófagos no 

reparo muscular 

O musculo esquelético é composto, principalmente, pelas células 

musculares e por células nervosas com papel de inervar este tecido e garantir 

sua função contrátil, transformando a força em movimento. Devido ao seu papel 

funcional, o músculo esquelético representa um dos órgãos mais lesionados do 

corpo1,2. Contudo, este tecido possui alta capacidade adaptativa e regenerativa 

garantida pela presença de células mononucleadas progenitoras conhecidas 

como células satélites (CS), que tem a capacidade de proliferação e 

diferenciação e que podem fundir-se as regiões lesionadas em fibras musculares 

já existentes ou gerar novas fibras musculares1–5. 

As CS estão localizadas na periferia do músculo esquelético maduro, 

entre a lâmina basal e o sarcolema e participam diretamente do processo de 

reparo tecidual uma vez que, após uma lesão muscular, juntamente com o 

processo inflamatório, elas serão ativadas e denominadas mioblastos6,7. Devido 

aos danos causados a membrana das células musculares e ativação das células 

satélites há a liberação de moléculas quimioatrativas, antes armazenadas, que 

medeiam o início da resposta inflamatória e induzem o intenso recrutamento das 

células de defesa para a área lesionada5,8. 

Após a lesão muscular os neutrófilos são as primeiras células mieloides a 

invadir a área, atingindo concentração máxima em cerca de quatro a seis horas 

e apresentando declínio após esse período. Essa prévia invasão possibilita a 

mudança no microambiente da lesão direcionando outras células de defesa, 

como os macrófagos, para a região através de fatores quimioatrativos (como os 

debris das fibras lesionadas contendo componentes endógenos, extracelulares 

e fragmentos de DNA) que se ligam a receptores de membrana de macrófagos 

induzindo a população para o perfil pró-infamatório ou M1. Assim, macrófagos 

com alta atividade fagocitária e capazes de sintetizar vários mediadores pró- 

inflamatórios invadem o local do músculo lesionado, alcançando elevadas 

concentrações após 24 horas e permanecem em elevada concentração por um 

período de cerca de dois dias. 
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Os macrófagos são considerados células-chave efetoras e moduladoras 

da resposta imune na geração e resolução do processo inflamatório e reparo 

tecidual, devido suas características de plasticidade e diversidade fenotípica. 

Suas funções são baseadas nos sinais do microambiente, composto por 

diversas citocinas, fatores de crescimento e padrões moleculares associados a 

patógenos e padrões moleculares associados a danos (PMAPs e DAMPs) 

durante as diferentes fases do processo inflamatório do tecido. Seus objetivos 

são defender, recuperar e manter a homeostase tecidual, através do 

remodelamento e reparo9,10. 

A resposta inflamatória após a lesão apresenta predominante ativação do 

fenótipo pró-inflamatório M1, conhecida como ativação clássica. Suas funções 

são associadas a ativação de citocinas tipo TH1 na habilidade e 

representatividade em induzir a perpetuação da resposta inflamatória e seus 

marcadores característicos, possuindo ação pró-regenerativa durante a 

fagocitose das fibras musculares necrosadas, para regeneração destas ou 

formação de novas5. 

Posteriormente, há o aumento de outra população de macrófagos, de 

característica reparadora (perfil M2), que atinge concentração pico em quatro 

dias pós-lesão e se mantem significantemente elevada por dias5,11. 

A identificação dos macrófagos em diferentes fenótipos busca sua 

categorização de acordo com a extensa variedade de suas funções, onde a 

definição como M1 e M2 pode ser um modelo limitado devido a complexidade de 

suas características. Em qualquer momento avaliado após a lesão, o infiltrado 

inflamatório consiste em uma combinação dos macrófagos em diferentes 

estados de ativação, expressando marcadores associados ao fenótipo M1 e M2 

simultaneamente, porém apresentam predominância tempo-dependente após a 

ocorrência da lesão9,12. 

Dentre as citocinas envolvidas na fase aguda da inflamação, a IL-6 é 

considerada como citocina multifuncional, desenvolvendo importante papel na 

resposta imune inata e adquirida. Possui influência na miogênese, atuando como 

fator estimulador da proliferação de células precursoras miogênicas e, 

consequentemente, inibindo o processo de diferenciação8,13,14. 

O TNF-α é outro mediador da resposta inflamatória primariamente 

sintetizado por macrófagos e age diretamente como um indutor da expressão e 
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síntese de citocinas de caráter inflamatório atuando, como a IL-6, na 

amplificação do processo inflamatório13. Foi evidenciado que os mioblastos 

também expressam essa citocina constitutivamente. Ambas as citocinas IL-6 e 

TNF-α atuam induzindo a proliferação e migração de mioblastos, a 

quimioatração de células mieloides, e em altas concentrações inibem a fase de 

fusão dos mioblastos e afetam sua diferenciação inicial em miotubos5,15,16. 

Os macrófagos de fenótipo M1 geram uma intensa conversão de L- 

arginina em L-citrulina, que é um potente produtor de moléculas efetoras como 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO)5,6. 

O NO é uma espécie reativa de nitrogênio produzida enzimaticamente 

pela óxido nítrico sintase (NOS). No músculo esquelético, as isoformas (iNOS, 

nNOS e eNOS) a partir da conversão de L-arginina em L-citrulina17. Na condição 

fisiológica o músculo esquelético sintetiza esta molécula em baixas 

concentrações, porém a inflamação gera incremento da produção de NO dado o 

aumento da expressão de iNOS17–19. 

O NO é capaz de favorecer a ativação e proliferação das CS 

imediatamente após a lesão, dada sua característica de vasodilatação local, para 

a manutenção do pool de reserva celular em seu estado quiescente, assim 

prevenindo o esgotamento das mesmas em casos de lesões musculares 

severas1,20. A literatura também evidencia que o NO é um ativador primário das 

CS, sendo importante molécula capaz de transformar os estímulos mecânicos 

em sinais moleculares21. 

As concentrações adequadas deste mediador também são necessárias 

para que durante o processo de reparo muscular, envolvendo a fase de fusão 

dos mioblastos a miotubos, estudo21 demonstrou que a inibição farmacológica 

da NOS mantem as células em processo de proliferação e o tratamento de 

mioblastos C2C12 com um fármaco doador de oxido nítrico demonstrou relação 

dose-dependente na significante redução da viabilidade celular22. A 

concentração baixa a moderada de NO é capaz de exercer efeito contra o 

estresse oxidativo, dano e morte celular, porém a produção exacerbada no 

musculo esquelético induz um ambiente de caráter oxidativo, sendo que a 

produção de altos níveis destes produtos podem promover dano ao tecido 

muscular5,6,19. 
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A mudança no fenótipo dos macrófagos M1 para M2 possui importante 

impacto no microambiente do tecido muscular, onde previamente realizada a 

remoção de resíduos celulares e ativação das células satélites que iniciam o 

estágio de divisão celular visando a reposição das células satélites quiescentes 

e, posteriormente ocorre a expansão simétrica dos mioblastos, essa transição é 

capaz de promover a diferenciação e crescimento das fibras musculares visando 

a recuperação tecidual4,5. No estágio seguinte, a diferenciação inicial promove o 

alinhamento das células precursoras miogênicas para se fundir, na fase terminal 

do reparo muscular, em miotubos4,23. A inibição do recrutamento do fenótipo pró- 

inflamatório (M1) ao local da lesão causa o prolongamento do estado necrótico 

das fibras musculares, bem como a depleção do fenótipo anti-inflamatório (M2) 

no processo de reparo muscular é capaz de reduzir o diâmetro de fibras 

musculares imaturas. Assim, indicando o papel indispensável dos macrófagos 

no processo de reparo muscular15. 

 
1.2. Fotobiomodulação (FBM) no processo inflamatório e reparo muscular 

 
Buscando alternativas que favoreçam a modulação do processo de reparo 

muscular, a FBM utilizando laser em baixa intensidade (LBI) se destaca 

demonstrando efeitos positivos sobre suas diferentes fases, inclusive no que se 

refere à modulação das CS e de macrófagos. 

A FBM interage com diferentes cromóforos na célula e em especial com 

a enzima terminal da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, citocromo 

c oxidase (CCO), induzindo um aumento na produção de ATP através da enzima 

ATP sintase. A citocromo C oxidase é o fotorreceptor primário por conter 

cromóforos que absorvem a luz monocromática tanto no espectro vermelho 

quanto infravermelho do laser, sendo responsável pela transdução de sinais 

iniciais em células e tecidos24–26. Recente estudo de Karu (2014)24, sugere a 

também a influência da irradiação sobre canais iônicos presentes na membrana 

de células excitáveis e não excitáveis. Esses canais, são proteínas que formam 

poros através da bicamada lipídica de células eucariontes e permitem a 

passagem de ions entre os meios intra e extra celulares. 
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Estudos in vitro demonstraram que a FBM apresentou resultados positivos 

tanto no que se refere a modulação de células musculares quanto de células 

inflamatórias, e em especial os macrófagos27–30. 

 
1.2.1 Efeitos da FBM sobre macrófagos e seus produtos 

 
Estudo utilizando a linhagem de macrófagos J774 cultivada com LPS e 

IFN-γ para mimetizar o processo inflamatório e essas células irradiadas com 

laser em 660 nm (15 mW, 7,5 J/cm2) e 780 nm (70 mW, 3 J/cm2), onde ambos 

os grupos ativados e irradiados com esses diferentes parâmetros apresentaram 

resultados semelhantes no que se referem a atividade mitocondrial27. 

Fernandes et al.28 demonstraram, a partir da ativação para fenótipo M1 

dos macrófagos de linhagem J774, que o laser no comprimento de onda 780 nm 

(70mW, 1750 mW/cm2, 2,6 J/cm2, 0,08 J) proporcionou redução mais acentuada 

na expressão de TNF-α, iNOS, e na síntese proteica de TNF-α e COX-2. Por 

outro lado, a irradiação com 660 nm, (15 mW, 375 mW/cm2, 7,5 J/cm2, 0,22 J) 

foi capaz de reduzir a expressão e síntese de IL-6. 

Outros estudos29,30, in vitro, mostraram os efeitos do laser sobre a 

polarização de macrófagos J774 ativados para perfil M1, onde a irradiação no 

espectro infravermelho (780 nm, 17,5 J/cm2, 70 mW, 1 J) foi capaz de reduzir 

significantemente a expressão e síntese de citocinas de caráter pró-inflamatório 

IL-6 e TNF-α29. 

Gavish et al. (2008)31 evidenciaram, em células de linhagem RAW 264.7 

ativados com LPS que a irradiação com laser infravermelho (780 nm, 2 mW/cm2, 

2,2 J/cm2) gerou a redução da expressão de MCP-1 e das citocinas IL-1β, IL-1α, 

IL-10, IL-6, porém apresentou aumento da síntese de NO 12 horas após o 

tratamento. 

Na tabela a seguir estão aglutinados os estudos in vitro que avaliaram o 

efeito do laser infravermelho (780 nm) em diferentes linhagens e culturas 

primárias de macrófagos, assim como os que utilizaram a linhagem J774 que já 

foram descritos. 
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Tabela 1. Resumo dos estudos, parâmetros e resultados do tratamento in vitro utilizando 

a FBM em diferentes tipos de macrófagos. 

 
 

 
Artigo 

 
Comprimento 
de onda (nm) 

 
Potência 

(mW) 

Densidade 
de   

potência 
(mW/cm²) 

 
Energia 

(J) 

Densidade 
de energia 

(J/cm²) 

 
Células 

Efeitos 
observados 
(↑=aumento; 
↓=redução) 

 

 
GAVISH et 
al. (2008)31 

 
 

780 

 
 

− 

 
 

2 

 
 

− 

 
 

2,2 

 

 
Linhagem 

RAW 264.7 

↓expressão 
gênica de MCP- 
1, IL-1β, IL-1α, 
IL-10, IL-6. ↑ 

secreção de NO 
após 12h. 

 
 

SOUSA et 
al. (2009)32 

 
 

 
780 

 
 

 
70 

 
 

 
1750 

 
 

 
0,21 

 
 

 
3 

Cultura 
primária de 
macrófagos 

- lavado 
peritoneal 
ativados 
com LPS 

 
 

↓síntese proteica 
de TNF-α 

 

SOUZA et 
al.(2014)27 

 

 
780 

 

 
70 

 

 
1750 

 

 
0,08 

 

 
3 

Macrófagos 
J774 

ativados 
com LPS e 

INFγ 

 
↓AM após 1 dia e 

↑ AM após 3 dias 
de ativação 

 
FERNAND 

ES et al 
(2015)28 

 

 
780 

 

 
70 

 

 
1750 

 

 
0,08 

 

 
2,6 

Macrófagos 
J774 

ativados 
com LPS e 

INFγ 

↓ expressão 
gênica de TNF-α 

e iNOS e 
redução na 

síntese de TNF-α 
e COX-2 e IL-6 

 
 
 
 

 

1.2.2 Efeitos da FBM sobre células precursoras miogênicas e células 

satélites 

Mesquita-Ferrari et al.33 evidenciaram que a FBM utilizando o laser 

infravermelho (780 nm, 10 mW e 5 J/cm2) promoveu um aumento da viabilidade 

de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação após 24, 48 e 72 horas do 

tratamento. E avaliada também, nesse estudo, a atividade de CK apresentou 

aumento após 72 horas quando comparada ao grupo controle. 

Outro estudo in vitro evidenciou que o laser AsGaAl nos parâmetros de 

830nm (37 mW, 0,3 J/cm2), 685nm (36,2 mW, 0,6 J/cm2) e 670nm (1,2 J/cm2) 

induziu aumento na taxa de proliferação de células precursoras miogênicas de 
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cultura primária de 84,3%, 70,6% e 56,8%, respectivamente34. Entretanto, 

Ferreira et al. (2009)35 e Mesquita-Ferrari et al. (2011)36 avaliaram o efeito do 

tratamento com laser ,utilizando diversos parâmetros, nos comprimentos de 

onda de 660 nm (15 mW, 37,5 mW/cm2 e 3,8 J/cm2; 25 mW, 62,5 mW/cm2 e 6,3 

J/cm2; 40 mW, 100 mW/cm2 e 10 J/cm2) e 780 nm 15 mW, 37,5 mW/cm2 e 3,8 

J/cm2; 40 mW, 100 mW/cm2 e 10 J/cm2; 70 mW, 175 mW/cm2 e 17,5 J/cm2) e 

não evidenciaram alteração da proliferação de mioblastos da linhagem C2C12, 

cultivados sem a indução de diferenciação. 

Estudo avaliando os efeitos do tratamento com laser dual infravermelho 

(808~980 nm, 3 W, 22,8 J/cm2, 53 s) em células C2C12 induzidas a diferenciação 

apresentou, no que se refere a sinalização mitocondrial, aumento da atividade 

da enzima AMPK e de p38 MAPK37. 

Por outro lado, quando avaliado o cultivo de mioblastos C2C12 

indiferenciados em meio condicionado de macrófagos J774 ativados para perfil 

M1 e posteriormente irradiado (660 e 780 nm, em 20, 40 e 70 mW), não 

apresentaram diferenças na análise da diferenciação em relação as células que 

foram ativadas e não tratadas30. 

Na tabela a seguir estão demonstrados estudos in vitro, previamente 

descritos, os parâmetros utilizados e resumo dos resultados observados 

utilizando laser infravermelho para tratamento de células da linhagem C2C12. 
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Tabela 2. Resumo dos estudos, parâmetros e resultados do tratamento in vitro utilizando 

a FBM em células da linhagem C2C12. 

 

 
Artigo 

 

Comprimento 
de onda (nm) 

 

Potência 
(mW) 

Densidade 
de   

potência 
(mW/cm²) 

 

Energia 
(J) 

Densidade 
de energia 

(J/cm²) 

Efeitos 
observados 
(↑=aumento; 
↓=redução) 

  15 37,5  3,8 Sem diferenças 
significativas na 

viabilidade celular 
após 24h em 

todos os grupos. 

FERREIRA 
et al, 200935 

780 40 100 ─ 10 

  70 175  17,5 

   
15 

 
37,5 

  
3,8 

Sem diferenças 
significativas na 

proliferação 
celular para todos 
os parâmetros e 

períodos de 
incubação. 

MESQUITA- 
FERRARI et 

al, 201136 

 

780 
 

40 

 
100 

 

─ 
 

10 

  70 175  17,5 

 
MESQUITA- 
FERRARI et 

al, 201533 

 
 

780 

 
 

10 

 
 

0,25 

 
 

0,2 

 
 

5 

 
↑ viabilidade 

celular. ↑atividade 
de CK (72h). 

 
NGUYEN et 
al., 201437 

 
 

~808-980 

 
 

3000 

 
 

─ 

 
 

─ 

 
 

22,8 

 
↑ sinalização 
mitocondrial: 

AMPK, p38 MAPK 

 

 
Os resultados apresentados mostram a capacidade instituída da FBM e 

seu desempenho sobre os macrófagos ativados para fenótipo pró-inflamatório e 

sobre mioblastos C2C12, porém não há estudos que apresentem os efeitos 

dessa ferramenta terapêutica sobre os produtos de macrófagos ativados para o 

perfil M1 e o que é gerado em células C2C12 também irradiadas quando são 

cultivadas nesse microambiente, no que se se refere a viabilidade e proliferação 

celular, os efeitos das citocinas e óxido nítrico produzidos sobre a diferenciação 

dos mioblastos. Assim, no âmbito de atuação da FBM na regeneração muscular 

durante o processo inflamatório, estudos se fazem necessários25,38. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 
Os macrófagos são apontados como importantes células durante o reparo 

muscular, por coordenarem as fases inflamatória, proliferativa e de 

remodelamento tecidual após a lesão. Já as células precursoras miogênicas são 

responsáveis pela recomposição da área lesionada e regeneração, levando a 

recomposição do tecido muscular. A FBM tem demonstrado papel relevante com 

efeitos positivos na modulação do reparo muscular de forma segura e 

eficaz32,33,35,39,40. Porém, poucos estudos exploraram seus efeitos sobre 

macrófagos e sobre a relação destas células com as células precursoras 

miogênicas. 

Essa dissertação visou mimetizar in vitro a condição que acontece in vivo 

quando o tratamento com a FBM é aplicada no tecido muscular para a 

recuperação das lesões agudas, uma vez que esta terapia modularia tanto a 

células musculares quanto as células inflamatórias. 
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3. OBJETIVOS 

 
3.1. Geral 

 
Avaliar, in vitro, os efeitos da FBM sobre células satélites musculares 

indiferenciadas e induzidas a diferenciação quando cultivadas na presença de 

meio condicionado de macrófagos, ativados para perfil M1 e irradiados com os 

mesmos parâmetros dosimétricos. 

 

 
3.2 Específicos 

 

 
Avaliar os efeitos da FBM em mioblastos C2C12 indiferenciados e 

induzidos a diferenciação cultivados em meio condicionado de macrófagos J774 

ativados para perfil M1 e irradiados com os mesmos parâmetros dosimétricos, 

no que se refere a: 

• Síntese de óxido nítrico (NO); 

• Viabilidade celular; 

• Proliferação celular; 

• Síntese proteica de citocinas: Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose 

Tumoral-α (TNF-α); 

• Índice de fusão; 

• Avaliação qualitativa da morfologia celular e análise inferencial da 

distribuição de núcleos de mioblastos C2C12, através de: células 

mononucleadas, binucleadas e multinucleadas. 
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4. METODOLOGIA 
 

Este estudo foi realizado no laboratório de Pesquisa do Programa de 

Mestrado e Doutorado em Biofotônica aplicada às Ciências da Saúde da 

Universidade Nove de Julho – UNINOVE, Campus Vergueiro, São Paulo-SP. 

 
 

4.1. Culturas celulares 

 
Foi utilizada a linhagem de células precursoras miogênicas C2C12 

(derivada de camundongos) doada pelo Prof. Dr. Ernesto Belizário ambos do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB-USP) e a 

linhagem de macrófagos J774 (derivada de camundongos BALB/c) que foi doada 

pelo Prof. Dr. Carlos Pelleschi Taborda. 

As células foram cultivadas no meio de cultura de Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), pH 7,4 contendo 10% de soro 

fetal bovino (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) para ambas as linhagens (C2C12 e 

J774). 

As culturas foram mantidas em estufa (HEPA class 3110, Thermo Electron 

Corporation, OH, EUA) a 37ºC, numa atmosfera úmida contendo 5% de CO2. A 

monitorização do crescimento celular foi realizada a cada 24 horas, utilizando- 

se microscópio invertido de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA). 

O subcultivo foi realizado em fluxo laminar (Linha 400, Pachane, 

Piracicaba/SP, Brasil) sempre que a monocamada celular atingir o ponto de 

subconfluência para a perpetuação da linhagem. Para tanto, o sobrenadante foi 

removido, as células lavadas com tampão PBS 1X (NaCl 140mM; KCl 2,5mM; 

Na2HPO4 8mM; KH2PO4 1,4mM; pH 7.4). Os mioblastos C2C12 foram tratados 

com solução de tripsina 0,1%/EDTA durante 5 minutos a 37ºC e após incubação 

realizada nova lavagem com meio. Os macrófagos J774 foram desaderidos em 

PBS 1X utilizando o scraper cell (TPP, Suiça). Em seguida ambas as culturas 

foram centrifugadas a 1200 rpm a 10ºC por 5 minutos (Centrífuga Excelsa 4- 

280R, Fanem, São Paulo, SP, Brasil) e posteriormente ressuspendidas em 1mL 

de meio DMEM. 
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A viabilidade celular, bem como a contagem do número de células durante 

o subcultivo e anteriormente aos ensaios, foi avaliada em câmara de Neubauer 

corando as células com Azul de Trypan (0,4%). Foram utilizadas nos ensaios 

somente as culturas com viabilidade superior a 95%. 

 
 

4.1.1 Indução a diferenciação celular de mioblastos C2C12 

 
As células C2C12, após sua expansão também foram cultivadas em meio 

de diferenciação, composto por DMEM (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) com a 

adição de 2% (v/v) de soro de cavalo (SC) durante o período de 72 horas em 

estufa a 37°C. A troca do SFB por SC, quando cultivadas pelo período descrito, 

é capaz de induzir a diferenciação das células C2C12 através saída do ciclo 

celular e por sua mudança morfológica na formação de miotubos (células 

multinucleadas)41–43. 

 

4.1.2 Diferenciação fenotípica (ativação) dos macrófagos J774 para perfil 

M1 

Para induzir a diferenciação para o fenótipo M1, a cultura de macrófagos 

J774 foi tratada com solução de DMEM contendo LPS de Escherichia coli 

O26:B6 (Sigma, St Louis, MO) a 1,0µg/mL31,43 e Interferon-gama (IFN-Ɣ - Sigma, 

St Louis, MO) a 0,2µg/mL33,34,45. O meio DMEM foi suplementado com 5% de 

soro fetal bovino (SFB) e a cultura permaneceu nesta condição por 2 horas 

(período de ativação)31. Para isso os macrófagos foram divididos em três grupos 

em placas de Petri de 60mm, sendo: controle (não-ativado e não-irradiado), M1 

(ativado e não-irradiado) e M1+ FBM (ativado e irradiados). 

 
 

4.2. Tratamento das células utilizando a FBM 

 
As culturas de macrófagos J774 dos grupos experimentais foram 

irradiadas 2 horas32 após o início da sua ativação utilizando o aparelho Twin- 

laser (MM Optics, São Carlos, SP, Brasil). As células da cultura C2C12 

indiferenciadas foram irradiadas após demonstrar viabilidade adequada 

conforme métodos descritos no item 4.1. E as células C2C12 submetidas a 
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indução a diferenciação foram irradiadas 72 horas após a incubação meio 

contendo soro de cavalo (2% v/v). 

Devido a ampla variedade da escolha dos parâmetros dosimétricos 

(comprimento de onda, potência, irradiância, exposição irradiante, energia, entre 

outros), a literatura se mostra incipiente em relação aos efeitos da FBM sobre 

macrófagos, células satélites musculares e outros tipos celulares, e apresentam 

efeitos diversos e por vezes antagônicos44,45. 

Assim, nesse contexto as escolhas paramétricas foram baseadas em 

estudos in vivo de reparo muscular de lesões agudas de Guimarães et al. 

(2016)40, Souza et al. (2018)46 e Andreo et al. (2018)47, considerando os notáveis 

efeitos obtidos na utilização do laser no espectro infravermelho (780 nm). Em 

relação a utilização da FBM em modelos in vitro de macrófagos J774 e células 

satélites musculares C2C12, foram utilizados os mesmos parâmetros (780 nm) 

dos estudos de Mesquita-Ferrari et al. (2015)33, (70 mW, 17,5 J/cm2) Mesquita- 

Ferrari et al. (2011)36, Fernandes et al. (2015) 28 e (15 s, 1 J) estudos ainda não 

publicados. 
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Tabela 3. Parâmetros dosimétricos utilizados para o tratamento da FBM. 
 

Comprimento de onda (nm) 780 

Largura espectral (nm) 10 

Modo de funcionamento Contínuo 

Potência (mW) 70 

Polarização Random 

Diâmetro de abertura (cm) 0,23 

Irradiância na abertura (mW/cm2) 1750 

Área do feixe (cm2) 0.04 

Tempo (s) 15 

Exposição radiante (J/cm2) 17,5 

Número de pontos irradiados 1 

Área irradiada (cm2) 0,04 

Técnica de aplicação Contato 

Número de sessões e frequência 1 

Energia total (J) 1 

 

 
As irradiações foram realizadas apenas uma vez em tubos de 

centrifugação contendo o precipitado celular posicionando a ponteira do 

equipamento laser perpendicular à base do tubo, de modo que a luz atingisse 

diretamente o pellet de células antes que ultrapassasse o meio de 

cultura28,33,35,36. 

Todos os experimentos foram realizados em ambiente de penumbra para 

não sofrer interferência da luz externa. As células dos grupos não tratados 

sofreram a mesma manipulação, mas não foram irradiadas com laser. 
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As culturas de C2C12, acrescida ou não do meio condicionado de 

macrófagos foram cultivadas conforme métodos descritos nos itens 4.4 e 4.6. 

 
4.3. Grupos experimentais 

 
Os grupos experimentais para a avaliação do efeito da FBM sobre a 

cultura de células precursoras miogênicas cultivadas em meio condicionado de 

macrófagos ativados para perfil M1 foram descritos abaixo e representados de 

forma direta na tabela 4. 

(A) Células C2C12 cultivadas em meio de proliferação: 

 
1 – C2C12 não irradiada (NI) em meio de proliferação: Mioblastos C2C12 

indiferenciados e não-tratados, que receberam meio DMEM suplementado com 

10% SFB. 

2 – C2C12 NI em meio condicionado de macrófagos (MM) não-ativado: 

Mioblastos C2C12 indiferenciados e não-tratados, que receberam 30 e 50% de 

sobrenadante de macrófagos J774 não ativados. 

3 – C2C12 NI em MM M1 não-irradiado: Mioblastos C2C12 indiferenciados e 

não-tratados, que receberam 30 e 50% de sobrenadante de macrófagos J774 

ativados para perfil M1 não-irradiados. 

4 – C2C12-FBM em MM M1 não-irradiado: Mioblastos C2C12 indiferenciados 

e tratados com a FBM, que receberam 30 e 50% de sobrenadante de macrófagos 

J774 ativados para perfil M1 não-irradiados. 

5 – C2C12 NI em MM M1 irradiado: Mioblastos C2C12 indiferenciados e não- 

tratados que receberam 30 e 50% de sobrenadante de macrófagos J774 

ativados para perfil M1 e irradiados. 

6 – C2C12-FBM em MM M1 irradiado: Mioblastos C2C12 indiferenciados e 

tratados com a FBM, que receberam 30 e 50% de sobrenadante de macrófagos 

J774 ativados para perfil M1 e irradiados nos mesmos parâmetros. 

(B) Células C2C12 previamente induzidas a diferenciação: 



38 
 

 

 

7 – C2C12 NI em meio de diferenciação: Células C2C12 induzidas à 

diferenciação, não-tratadas, que receberam meio DMEM suplementado com 2% 

SC. 

8 – C2C12 NI em MM não-ativado: Células C2C12 induzidas à diferenciação, 

não-tratadas, que receberam 30 e 50% de sobrenadante de macrófagos J774 

não ativados. 

9 – C2C12 NI em MM M1 não-irradiado: Células C2C12 induzidas à 

diferenciação, não-tratadas, que receberam 30 e 50% de sobrenadante de 

macrófagos J774 ativados para perfil M1 não-irradiados. 

10 – C2C12-FBM em MM M1 não-irradiado: Células C2C12 induzidas à 

diferenciação e tratadas com a FBM que receberam 30 e 50% de sobrenadante 

de macrófagos J774 ativados para perfil M1 não-irradiados. 

11 – C2C12 NI em MM M1 irradiado: Células C2C12 induzidas à diferenciação, 

não-tratadas, que receberam 30 e 50% de sobrenadante de macrófagos J774 

ativados para perfil M1 e irradiados. 

12 – C2C12-FBM em MM M1 irradiado: Células C2C12 induzidas à 

diferenciação e tratadas com a FBM que receberam 30 e 50% de sobrenadante 

de macrófagos J774 ativados para perfil M1 e irradiados nos mesmos 

parâmetros. 
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Tabela 4. Descrição dos grupos experimentais conforme as fases das células satélites 

musculares (linhagem C2C12), meio condicionado cultivadas e tratamentos com FBM. 

 
 

 

Grupos 

 
C2C12 

indiferenciada 

C2C12 com 
diferenciação 

induzida 

Meio 
condicionado 
de macrófagos 
não ativados 

Meio 
condicionado de 
macrófagos M1 

A-1 + - - - 

A-2 + - + - 

A-3 + - - - 

A-4 + FBM - + - 

A-5 + - - + FBM 

A-6 + FBM - - + FBM 

B-7 - + - - 

B-8 - + + - 

B-9 - + - - 

B-10 - + FBM - - 

B-11 - + - + FBM 

B-12 - + FBM - + FBM 
 
 

 

4.4. Condicionamento do meio DMEM a partir do cultivo de macrófagos 

ativados para perfil M1 

As culturas de macrófagos foram ativadas por 2 horas conforme descrito 

anteriormente, após este período foram lavadas (4 vezes) com meio sem soro 

fetal bovino, irradiadas (conforme grupo experimental) e, em seguida, foram 

incubadas por 24 horas em meio contendo 5% de SFB. O meio de cultivo das 

diferentes placas então foi recolhido, após o período de incubação, e 

denominado meio condicionado41,42. 

 

 
4.5. Definição da concentração de meio condicionado de macrófagos de 

perfil M1 para o cultivo das células C2C12 

Os efeitos dos macrófagos, bem como dos produtos por eles secretados, 

podem ser considerados benéficos ou deletérios dependendo da fase do 

processo inflamatório, da quantidade presente dessas células de defesa e o tipo 

de tecido acometido. Estudo41 sugere ainda que esses efeitos podem ser 

mensurados, em estudos in vitro, e possuem resposta dependente da 
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concentração do sobrenadante de macrófagos na qual as células de interesse 

forem cultivadas. 

Para isso, foi realizada a ativação apenas do grupo M1 (ativados e não- 

irradiados) e após a coleta do meio condicionado, como descrito em 4.1.2 e 4.4. 

Assim, foi empregado nas células C2C12 indiferenciadas e induzidas a 

diferenciação, previamente semeadas (1x104 por poço) em placas de 96 poços 

de fundo chato (TPP, Trasadingen, Schaffhausen, Suiça) o meio condicionado 

nas seguintes concentrações finais (v/v): 100%, 70%, 50%, 30% e 20%42,43,48,49, 

sendo o meio complementar composto pelo meio de cultivo das células C2C12 

nas diferentes condições (10% SFB para células C2C12 indiferenciadas ou 2% 

SC para células C2C12 previamente induzidas a diferenciação). As células foram 

então incubadas pelos períodos de 24 e 48 horas em estufa a 37°C. Após esse 

período, o sobrenadante contido nos poços foi coletado e realizada a remoção 

das células mortas com lavagem utilizando PBS pH 7,4. 

Para a dosagem da síntese de óxido nítrico das amostras, foi utilizado o 

método de Griess, conforme descrito no item 4.8. Para a avaliação da viabilidade 

celular das células C2C12 de todos os grupos foi realizado o ensaio utilizando a 

técnica de MTT (conforme descrito em 4.6). 

 

 
4.6. Tratamento das células C2C12 com o meio condicionado por 

macrófagos 

Os mioblastos C2C12 derivam de músculo esquelético de camundongos, 

exibem a maioria das características dos mioblastos normais e diferenciam-se 

em cultura, propiciando um bom modelo para estudar a regeneração muscular43. 

As células C2C12, previamente cultivadas em meio DMEM com 10% de 

soro fetal bovino (indiferenciadas) e com 2% de soro de cavalo por 72 horas 

(indução de diferenciação) e irradiadas (conforme grupo experimental) foram 

semeadas (1x104 por poço) em placas de 96 poços de fundo chato (TPP, 

Trasadingen, Schaffhausen, Suiça). 

Foram adicionados 30 e 50% dos devidos meio condicionado por 

macrófagos (como descrito no item 5.1), tratados ou não com laser, conforme 
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tabela 4, e cultivadas por 24 e 48 horas em estufa a 37°C41. A escolha das 

concentrações de meio condicionado por macrófagos foi baseada na viabilidade, 

bem como da síntese de óxido nítrico das células C2C12 indiferenciadas e 

induzidas a diferenciação quando estas foram incubadas em M1 MM. 

 

4.7. Ensaio de Viabilidade celular - MTT 

 
Para determinar a viabilidade celular foi utilizada a técnica de MTT (3-[4,5- 

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide – CAS 57360-69-7 – 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)44,45. O MTT é reduzido pela enzima 

succinato desidrogenase à cristais de formazan na mitocôndria como, também, 

no nucléolo, lisossomos e complexo de Golgi podendo relacionar diretamente 

seu teor dada a analise colorimétrica com a viabilidade celular. 

As células (1x104 por poço), de todos os grupos experimentais 

previamente incubadas em placas de 96 poços de fundo chato (TPP, 

Trasadingen, Schaffhausen, Suiça) mantidas em seus devidos meios 

condicionados, conforme tabela 4, analisados após 24 e 48 horas de incubação. 

Cada grupo foi analisado em quadruplicata e os testes realizados 3 vezes de 

forma independente. 

Transcorrido o tempo experimental, o sobrenadante contido nos poços foi 

armazenado e a remoção das células mortas se deu com lavagem utilizando 

PBS pH 7,4. A cada poço foi adicionado 50µL da solução de MTT 0,5% (p/v) e 

incubado por 3h em estufa (HEPA class 3110, Thermo Electron Corporation) a 

37°C, fluxo de 5% de CO2 e atmosfera úmida. Transcorrido o tempo, o conteúdo 

de cada poço foi lisado com 100µL de Isopropanol (Synth, Diadema, SP, Brasil) 

para solubilização dos cristais. Por fim, a leitura da densidade óptica (620nm) foi 

realizada em Leitor de Microplacas (Anthos2020®, Anthos Labtec Instruments, 

Wals, Austria). 

 

 
4.8. Proliferação celular – Cristal Violeta 

 
As células (1x104 por poço), de todos os grupos experimentais 

previamente incubadas em placas de 96 poços de fundo chato (TPP, 
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Trasadingen, Schaffhausen, Suiça) mantidas em seus devidos meio 

condicionado, conforme tabela 4, analisados após 24 e 48 horas de incubação. 

Cada grupo foi analisado em quadriplicata e os testes foram realizados três 

vezes de forma independente. 

Transcorrido o tempo experimental, o sobrenadante contido nos poços foi 

coletado, armazenado e a remoção das células mortas foi dada com lavagem 

utilizando PBS pH 7,4. A cada poço foi adicionado 40µL da solução do corante 

Cristal Violeta na concentração de 5% (p/v) em 20% de metanol (v/v) e incubado 

por 15 minutos em temperatura ambiente. Passado o tempo, os poços foram 

lavados duas vezes com água destilada para a retirada do excesso de corante. 

As células foram lisadas e o conteúdo solubilizado acrescentando 100µL de 

Metanol (Synth, Diadema, SP, Brasil) em cada poço. Após homogeneização, foi 

determinada a densidade óptica (620nm) em Leitor de Microplacas 

(Anthos2020®, Anthos Labtec Instruments, Wals, Austria). 

 

 
4.9. Análise da síntese de Óxido Nítrico 

 

Para avaliar a produção de óxido nítrico pelas células C2C12 

indiferenciadas e induzidas a diferenciação de todos os grupos experimentais, 

foi utilizado o método de Griess. Esta técnica permite detectar e quantificar, por 

espectrofotometria, nitrito orgânico em amostras a partir da cor vermelho-intenso 

(composto diazo) formado após a reação do Nitrito com Sulfonilamida em meio 

ácido (reação de Griess). 

As células (1x104 por poço), de todos os grupos experimentais 

previamente incubadas em placas de 96 poços de fundo chato (TPP, 

Trasadingen, Schaffhausen, Suiça) mantidas em seus devidos meio 

condicionado, conforme tabela 4, analisados após 24 e 48 horas de incubação. 

Transcorrido o tempo de incubação, 50µL do sobrenadante foi coletado e 

transferido rapidamente, num ambiente de penumbra, para uma nova placa de 

96 poços (TPP), totalizando quatro poços por grupo experimental. A curva 

padrão de Nitrito foi composta de soluções DMEM suplementado com 10% SFB 

ou 2% SC + Nitrito nas concentrações de 0, 5, 10, 20, 40, 80 e 160 µM, partindo 
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de uma solução estoque concentrada de 10mM de Nitrito. Em seguida, 50µL de 

reagente de Griess foi adicionado por poço. Após 10 minutos em obscuridade, 

foi determinada a absorbância (492nm) em leitor de microplacas (Anthos2020). 

Foram realizados 3 experimentos independentes com a quadruplicata de cada 

grupo experimental. 

 

 
4.10. Dosagem proteica das citocinas IL-6 e TNF-α 

 
A citocinas Interleucina-6 e Fator de Necrose Tumoral-α são proteínas 

pró-inflamatória com papel de quimioatração de células mieloides e satélites e 

aumentar a proliferação de mioblastos35. Entretanto, segundo Tidball5, sua 

presença pode inibir tanto a progressão das células satélites no estágio inicial da 

diferenciação quanto a fusão dos mioblastos em miotubos46,47,48. 

A partir dos sobrenadantes das células C2C12 indiferenciadas e induzidas 

a diferenciação, dos diferentes grupos experimentais, a dosagem proteica foi 

realizada por meio da técnica de imunoensaio – ELISA, utilizando o kit comercial 

(Biolegend®, San Diego, USA). 

Para esta análise as células C2C12 (1x104) indiferenciadas e induzidas à 

diferenciação foram previamente incubadas em placas de 96 poços de fundo 

chato (TPP, Trasadingen, Schaffhausen, Suiça) e mantidas em seus devidos 

meios condicionados, conforme tabela 4. 

Após 24 e 48 horas de cultivo das células C2C12 em contato com o meio 

condicionado por macrófagos dos diferentes grupos experimentais, o 

sobrenadante de cada grupo foi empregado na quantificação proteica de IL-6 e 

TNF-α. Para a técnica de ELISA sanduíche, foram utilizados os kits comerciais 

para IL-6 (Biolegend mouse IL-6-ELISA MAXTM Standard Sets-431301, Pacific 

Heights Blvd., San Diego, CA 92121), TNF-α (Biolegend mouse TNF-α - ELISA 

MAXTM Standard Sets -430901, Pacific Heights Blvd., San Diego, CA 92121) 

seguindo os protocolos descritos pelo fabricante. Foram realizados três 

experimentos independentes. 
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4.10.1 Normalização das amostras de acordo com a proteína total 

 
Para a correção das variações das análises, a proteína total foi 

quantificada em um NanoDrop 2000 (ThermoScientific) a partir de uma amostra 

do sobrenadante de todos os grupos experimentais, nos diferentes períodos de 

avaliação (24 e 48h). A dosagem de proteína total (mg/mL), de cada grupo, foi 

então utilizada como proporção para a os valores de absorbância obtidos a partir 

da dosagem proteica de IL-6 e TNF-α. 

 

 
4.11. Coloração May-Grunwald e Giemsa 

 
Para verificar a morfologia após os procedimentos experimentais, foi 

realizada a coloração das células através da técnica de coloração utilizando os 

corantes May-Grunwald e Giemsa. Esse método possibilita evidenciar os 

núcleos e a estrutura dos mioblastos e miotubos, assim como calcular os índices 

de fusão devido o processo de diferenciação celular e a proporção da distribuição 

de núcleos de acordo com a fase de proliferação ou diferenciação das CS 50. 

Para isso, as células C2C12 (1x104 por poço) indiferenciadas e induzidas 

a diferenciação foram incubadas em placas de 96 poços nas diferentes 

condições experimentais, conforme tabela 4, pelos períodos de 24 e 48 horas. 

Cada grupo foi analisado em quadruplicata e os testes foram realizados três 

vezes de forma independente. 

Após os períodos de incubação, o sobrenadante contido nos poços foi 

coletado e as células foram lavadas com PBS gelado. As células foram fixadas 

adicionando em cada poço 40 µL de álcool metílico (Synth, Diadema, SP, Brasil) 

por 5 minutos e as placas foram secas durante 10 minutos em fluxo laminar. Em 

seguida adicionado 40µL do corante May-Grunwald (Renylab, Barbacena, MG, 

Brasil) diluído 1:3 em solução tampão sódio-fosfato (1 mM NaH2PO4 e 1mM 

NaH2PO4, pH 5,8) por 5 minutos, os poços foram lavados duas vezes com agua 

destilada e, na sequência, incubados em 40µL do corante Giemsa (Renylab, 

Barbacena, MG, Brasil) diluído 1:20 em solução tampão sódio-fosfato durante 10 

minutos. Posteriormente, os poços foram lavados 2x com PBS e as placas foram 

secas em temperatura ambiente para posterior observação. 
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As imagens foram obtidas de cinco campos aleatórios dos poços dos 

diferentes grupos experimentais utilizando-se o microscópio invertido de fase 

(Eclipse TE), com magnificação 40X51. 

 
4.11.1 Cálculo da distribuição de núcleos 

 
Com o auxílio do plugin Cell Counter do software Image J (National 

Institute of Health - NIH, EUA), através das imagens obtidas, foi realizada a 

contagem da quantidade total de núcleos presentes em cada um dos campos 

fotografados. 

Os núcleos contidos nas imagens foram subdivididos em três classes: 

mioblastos mononucleados, mioblastos binucleados (fusão de dois núcleos) e 

miotubos multinucleados (>2 núcleos). A distribuição de núcleos (%) por campo 

foi calculada: ([número de núcleos compondo os mioblastos ou miotubos por 

campo] / [total de núcleos presente por campo] x 100)51,52. Posteriormente a 

média dos cinco campos foi calculada. 

 
4.11.2 Cálculo do índice de fusão 

 
Para o cálculo do índice de fusão foram considerados os valores (%) 

obtidos nas classes dos mioblastos binucleados e miotubos multinucleados por 

campo (descrito no item 4.11.1.), esses valores foram então somados e 

posteriormente calculada a média. 

 

4.1. Análise Estatística 
 

A distribuição da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Todos os valores foram expressos em média ± desvio 

padrão e a comparação entre os tratamentos foi verificada utilizando o teste de 

Variância de uma via (one-way analyses of variance, ANOVA). A significância 

estatística entre os grupos experimentais foi verificada pelo teste de Tukey com 

nível de aceitação igual ou superior a 95%. Os dados foram analisados 

utilizando-se o software GraphPad Prism 5.01. 
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5. RESULTADOS 

 
 

5.1. Definição da concentração dose-resposta para o cultivo das células 

C2C12 em meio condicionado de macrófagos de perfil M1 

 

Na avaliação da viabilidade das células C2C12 indiferenciadas cultivadas 

em meio condicionado de macrófagos J774 ativados para o perfil M1 após 24h 

de incubação (Figura 1A), o grupo das células indiferenciadas apresentou 

redução na viabilidade (p<0,001) quando são cultivadas em uma concentração 

de 100% de M1 MM comparado ao grupo cultivado em meio de proliferação 

(controle). O mesmo grupo, 100% M1 MM, também apresentou redução 

significativa na viabilidade em relação aos demais grupos cultivados em menores 

concentrações de meio condicionado M1 (p<0,001). Entre os demais grupos 

experimentais não houve diferenças estatísticas. 

Após 48h de incubação (Figura 1B), as células C2C12 continuaram a 

apresentar redução da viabilidade quando cultivadas em 100% M1 MM em 

comparação ao grupo somente em meio de proliferação (p<0,001). Foi possível 

observar um aumento crescente da viabilidade dos grupos que receberam 

menores concentrações de M1 MM (p<0,001). Já quando os demais grupos são 

comparados ao grupo que recebeu o meio de proliferação (controle) houve uma 

redução significativa na viabilidade nos grupos 70 (p<0,01), 50 (p<0,05) e 20% 

(p<0,05) e valores próximos ao grupo proliferação no que foi usado 70% e 30% 

M1 MM (p<0,01). 

Em relação ao NO, após 24 e 48h houve um aumento da síntese nos 

grupos que receberam M1 MM em relação ao grupo cultivado apenas na 

presença de meio de proliferação, sendo esse mais pronunciado nos grupos que 

receberam maiores concentrações de M1 MM (Figura 1A e 1B). Em 48h o grupo 

que recebeu 20% M1 MM apresentou valores semelhantes ao grupo que não 

recebeu M1 MM. Os grupos em todas as concentrações foram capazes de 

apresentar diferença estatística em relação aos grupos que receberam 100 e 

70% M1 MM (p<0,001). O grupo que recebeu 30% M1 MM apresentou redução 

na síntese de óxido nítrico em comparação ao grupo que recebeu 50% M1 MM 
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(p<0,01). Por outro lado, o grupo que recebeu 20% M1 MM apresentou aumento 

da síntese de óxido nítrico em relação ao grupo 30% M1 MM (p<0,01). 

O tratamento com meio condicionado de macrófagos ativados para perfil 

M1 de mioblastos que foram previamente induzidos à diferenciação (72h em 2% 

SC) não apresentou diferenças estatísticas entre os grupos em 24h de cultivo 

(Figura 1C). Porém após 48h (Figura 1D) foi possível observar aumento 

crescente da viabilidade dos grupos que receberem menores concentrações em 

relação ao grupo 100% M1 MM (p<0,001). O grupo 70% M1 MM também 

apresentou redução na viabilidade comparado ao grupo 20% M1 MM (p<0,01). 

Não houve diferenças estatísticas entre os demais grupos. 

Referente a síntese de NO após 24h de cultivo, as células C2C12 

induzidas a diferenciação cultivadas nas diferentes concentrações de M1 MM 

apresentaram aumento da produção em relação ao grupo em meio de 

diferenciação (p<0,01) e valores semelhantes ao grupo 30% M1 MM (p<0,05). 

As células cultivadas em 30% M1 MM apresentaram menor síntese de NO em 

relação aos grupos em maiores e menor concentrações (p<0,01). 

Após 48h de incubação, os grupos em maiores concentrações (100 e 70% 

M1 MM) apresentaram aumento da síntese de NO em relação ao grupo cultivado 

apenas em meio de diferenciação (p<0,01). Já os grupos que receberam 50% 

(p<0,01), 30 e 20% (p<0,001) apresentaram decrescente redução em relação a 

100% de M1 MM. 
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Fig 1. Concentração dose-resposta sobre a viabilidade e síntese de óxido nítrico para o cultivo 
das células C2C12 indiferenciadas e induzidas a diferenciação em meio condicionado de 
macrófagos ativados para perfil M1. Viabilidade celular e síntese de óxido nítrico de mioblastos 

C2C12 (1x10
4 
célula/poço) indiferenciados (A e B) e dos grupos C2C12 previamente induzidas 

a diferenciação (C e D) quando cultivados em 100, 70, 50, 30 e 20% de meio condicionado de 
macrófagos J774 ativados para perfil M1 (LPS +IFN-γ por 2h), com meios complementares de 
proliferação e diferenciação - avaliação após 24 e 48h após a adição do meio condicionado. 
Viabilidade celular avaliada pelo método de MTT. Síntese de óxido nítrico avaliado pelo método 
de Griess. Barras representam médias e erro padrão. (ANOVA/Tukey). Abreviações: MM, meio 
condicionado de macrófagos. 
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Para a escolha da concentração de meio condicionado de macrófagos 

ativado para perfil M1 empregados no cultivo de células satélites musculares, foi 

empregado como critério a resposta a viabilidade celular e síntese de óxido 

nítrico. Segundo Kravchenko et al.43 os macrófagos ativados 

predominantemente para a via clássica (M1) possui efeitos citotóxicos sobre 

mioblastos e miotubos principalmente devido a intensa síntese de óxido nítrico e 

ativação da subclasse da enzima NO-sintase induzida, causando assim o 

agravamento do dano ao tecido muscular. 

 

Considerando que os grupos que receberam 100% M1 MM demonstraram 

brusca redução da viabilidade celular de mioblastos indiferenciados e induzidos 

a diferenciação, assim como altos níveis de síntese de óxido nítrico, esta não foi 

considerada uma concentração ideal para demais experimentos. Já a 

concentração de 70% M1 MM no que se refere ao óxido nítrico, apresentou 

níveis de sua síntese ainda elevados, bem como a redução da viabilidade celular 

em relação as menores concentrações de M1 MM avaliadas, levando em 

consideração as células em suas diferentes situações de cultivo. Bem como a 

concentração de 20% M1 MM apresentou diversas variações tempo- 

dependentes na síntese de óxido nítrico e viabilidade celular e demonstrou 

instabilidade em seus resultados, não podendo ser considerada ideal para a 

utilização nesse estudo. 

 

Assim, de acordo com Saclier et al.41, considerando que as respostas das 

células são dependentes da concentração do meio condicionado de macrófagos, 

foram avaliadas as concentrações de 50 e 30% M1 MM, demonstrando que estas 

foram capazes de apresentar viabilidade ideais, assim como os níveis de síntese 

de óxido nítrico das células C2C12 após os períodos avaliados. 
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5.2. Efeito da FBM sobre a viabilidade das células C2C12 cultivadas em 

meio condicionado de macrófagos perfil M1 

 

5.2.1 Viabilidade de mioblastos indiferenciados 

 

 
As células C2C12 indiferenciadas quando cultivadas em 30% de meio 

condicionado de macrófagos (Figura 2), por um período de 24h, de todos os 

grupos experimentais avaliados demonstraram redução na viabilidade celular 

quando comparados ao grupo C2C12 NI que recebeu o meio de proliferação 

(p<0,001). O grupo C2C12 NI que recebeu MM não ativado também apresentou 

maior viabilidade celular em comparação ao grupo C2C12 NI que recebeu M1 

MM irradiado (p<0,05). Não houve diferença estatística entre os demais grupos 

C2C12 que foram tratados ou não com FBM e que receberam os diferentes 

meios condicionados ativados para perfil M1 também irradiados. 

Já nas culturas incubadas por 48h (Figura 2) todos os grupos, em exceção 

ao grupo C2C12-FBM que recebeu M1 MM não-irradiado, demonstraram 

redução na viabilidade dos mioblastos C2C12 em relação ao grupo C1C12 NI 

que recebeu o meio de proliferação. Não houve diferença estatística entre os 

demais grupos. 

Quando os mioblastos C2C12 indiferenciados foram cultivados em 50% 

de meio condicionado de macrófagos (Figura 3), na avalição após 24h do 

período de incubação, o grupo C2C12-FBM que recebeu M1 MM não-irradiado 

apresentou aumento na viabilidade relação as células dos grupos: C2C12 NI que 

recebeu MM não ativado (p<0,05), C2C12 NI que recebeu M1 MM não irradiado 

(p<0,01) e ao grupo C2C12 NI que foi empregado o M1 MM irradiado (p<0,01). 

Após 48h de incubação o grupo C2C12 NI que recebeu MM não ativado 

apresentou redução na viabilidade dos mioblastos quando comparado ao grupo 

C2C12 NI que recebeu o meio de proliferação (p<0,05). Já o efeito da FBM foi 

capaz de causar aumento da viabilidade celular em ambos os grupos C2C12 NI 

que recebeu o M1 MM irradiado (p<0,05) e o grupo C2C12-FBM que recebeu o 

M1 MM irradiado (p<0,001) em relação aos grupos C2C12 NI que receberam 

MM não ativado e M1 MM não irradiado. Quando ambas as células foram 
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irradiadas, como o grupo C2C12-FBM que recebeu M1 MM irradiado foi capaz 

de apresentar aumento na viabilidade celular em relação aos grupos em que 

apenas uma das linhagens celulares receberam o tratamento, porém este 

aumento não foi estatisticamente significante. 

 

Fig 2. Efeito da fotobiomodulação (FBM) sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 
indiferenciados cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 

também irradiados. Ensaio MTT de mioblastos C2C12 (1x10
4 

célula/poço) tratados com FBM 
(de acordo com grupos experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos 
J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parâmetros 
(conforme grupo experimental) - avaliação com 24 e 48h de incubação após irradiações de 
mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam 
diferença significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: 
FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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Fig 3. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 indiferenciados cultivados em 
50% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também irradiados. Ensaio 

MTT de mioblastos C2C12 (1x10
4 

célula/poço) tratados com FBM (de acordo com grupos 
experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 ativados com LPS 
+IFN-γ por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo 
experimental) - avaliação com 24 e 48h de incubação após irradiações de mioblastos e 
plaqueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam diferença 
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, 
fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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5.2.2 Viabilidade de mioblastos após o processo de indução a 

diferenciação 

 

Os mioblastos previamente induzidos a diferenciação em 2% de SC por 

72h que foram cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos (Figura 

4), quando avaliados após o período de 24h de incubação os grupos C2C12 NI 

que receberam ambos M1 MM não irradiado e irradiado apresentaram redução 

da viabilidade celular em relação ao grupo C2C12 NI que recebeu o meio de 

diferenciação (p<0,01). Os grupos C2C12-FBM, mantiveram a viabilidade celular 

independente do meio condicionado que receberam, não apresentando 

diferenças estatísticas em relação ao grupo que recebeu o meio de diferenciação 

(controle). 

Após 48h de incubação o grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM 

irradiado apresentou aumento na viabilidade celular em comparação a todos 

grupos experimentais (p<0,001). Houve também aumento da viabilidade das 

células do grupo C2C12 NI cultivadas em M1 MM irradiado comparado ao grupo 

C2C12 NI que recebeu M1 MM não-irradiado (p<0,01). 

Quando os mioblastos C2C12 foram cultivados em 50% de meio 

condicionado de macrófagos (Figura 5), após 24h de incubação foi possível 

observar uma tendência ao aumento da viabilidade dos grupos que receberam 

tratamento com FBM, porém esses aumentos não foram estatisticamente 

significantes. Não houve diferença estatística entre os demais grupos 

experimentais. 

Após 48h de incubação o grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM 

também irradiado apresentou aumento na viabilidade das células quando 

comparado aos grupos: C2C12 NI que recebeu MM não ativado (p<0,05), C2C12 

NI cultivado em M1 MM não-irradiado (p<0,001) e C2C12 NI que recebeu M1 

MM irradiado (p<0,01). Não houve diferença estatística entre os demais grupos. 
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Fig 4. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação 
cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também 
irradiados. Ensaio MTT de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação em 2% SC por 72h 

(1x10
4 

célula/poço) tratados com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição dos 
meios condicionados de macrófagos J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e 
irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) - avaliação com 24 
e 48h de incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos meio 
condicionado. As mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras 
representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio 
condicionado de macrófagos. 
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Fig 5. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação 
cultivados em 50% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também 
irradiados. Ensaio MTT de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação em 2% SC por 72h 

(1x10
4 

célula/poço) tratados com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição dos 
meios condicionados de macrófagos J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e 
irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) - avaliação com 24 
e 48h de incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos meio 
condicionado. As mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras 
representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio 
condicionado de macrófagos. 
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5.3. Efeito da FBM sobre a proliferação das células C2C12 cultivadas em 

meio condicionado por macrófagos perfil M1 

 

5.3.1 Proliferação de mioblastos indiferenciados 

 
As células C2C12 indiferenciadas quando cultivadas em 30% de meio 

condicionado de macrófagos (Figura 6), na avaliação de 24h de incubação, 

apresentam redução na proliferação celular de todos os grupos experimentais 

quando comparados ao grupo C2C12 NI que recebeu o meio de proliferação. 

Após 48h de incubação o grupo C2C12 NI que foi cultivado em meio de 

proliferação ainda demonstrou maior proliferação comparado aos demais grupos 

experimentais (p<0,001). O grupo C2C12-FBM que foi cultivado em M1 MM não- 

irradiado apresentou maior proliferação celular comparado ao grupo C2C12 NI 

que recebeu M1 MM não-irradiado (p<0,01). Não houve diferença estatística 

entre os demais grupos. 

Quando os mioblastos C2C12 foram cultivados em 50% de meio 

condicionado de macrófagos (Figura 7) após 24h de incubação, o grupo C2C12 

NI que recebeu meio de proliferação aumento significativo em relação aos 

grupos C2C12 NI que recebeu M1 MM não-irradiado e o grupo C2C12 NI 

cultivado em M1 MM irradiado (p<0,05). O grupo C2C12-FBM que foi cultivado 

em M1 MM não-irradiado apresentou maior proliferação celular em comparação 

aos grupos C2C12 NI que recebeu M1 MM não-irradiado e o grupo C2C12 NI 

que recebeu M1 MM irradiado (p<0,05). 

Já nas culturas incubadas por 48h o grupo C2C12 NI que recebeu meio 

de proliferação apresentou maior proliferação que os demais grupos (p<0,001) 

em exceção ao grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM também irradiado, este 

que também apresentou maior proliferação celular quando comparado a todos 

os demais grupos experimentais (p<0,001). Além do mais o grupo C2C12 NI que 

foi cultivado M1 MM não-irradiado apresentou menor taxa de proliferação 

quando comparado aos grupos que receberam em alguma das células o 

tratamento com laser, como em C2C12-FBM que recebeu M1 MM não-irradiado 

e C2C12 NI que recebeu M1 MM irradiado (p<0,05). 
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Fig 6. Efeito da FBM sobre a proliferação de mioblastos C2C12 indiferenciados cultivados em 
30% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também irradiados. Ensaio 

Cristal Violeta de mioblastos C2C12 (1x10
4 

célula/poço) tratados com FBM (de acordo com 
grupos experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 ativados com 
LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo 
experimental) - avaliação com 24 e 48h de incubação após irradiações de mioblastos e 
plaqueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam diferença 
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, 
fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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Fig 7. Efeito da FBM sobre a proliferação de mioblastos C2C12 indiferenciados cultivados em 
50% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também irradiados. Ensaio 

Cristal Violeta de mioblastos C2C12 (1x10
4 

célula/poço) tratados com FBM (de acordo com 
grupos experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 ativados com 
LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo 
experimental) - avaliação com 24 e 48h de incubação após irradiações de mioblastos e 
plaqueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam diferença 
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, 
fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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5.3.2 Proliferação de mioblastos após o processo de indução a 

diferenciação 

 
Os mioblastos previamente induzidos a diferenciação em 2% de SC por 

72h que foram cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos (Figura 

8), quando avaliados após 24h de incubação, o grupo C2C12 NI cultivada em 

meio de diferenciação apresentou maior taxa de proliferação quando comparado 

aos grupos C2C12 NI que recebeu M1 MM não-irradiado (p<0,01) e C2C12 NI 

que recebeu M1 MM irradiado (p<0,05). Não houve diferença estatística entre os 

demais grupos nesse período. 

Após 48h de incubação, o grupo C2C12 NI incubado em M1 MM não- 

irradiado apresentou redução na proliferação celular quando comparado aos 

demais grupos experimentais. O grupo C2C12-FBM que recebeu M1 MM 

irradiado demonstrou que quando ambas as células são tratadas apresentam 

maior proliferação comparada aos grupos C2C12 NI cultivada em MM não 

ativado e C2C12 NI que recebeu M1 MM não-irradiado (p<0,001) e quando 

comparado aos grupos em que apenas uma das linhagens foi irradiada como 

em: C2C12-FBM que recebeu M1 MM não-irradiado (p<0,01) e C2C12 NI 

cultivado em M1 MM irradiado (p<0,05). 

A proliferação celular avaliada em mioblastos induzidos a diferenciação 

(2% SC – 72h) cultivados em 50% de meio condicionado de macrófagos (Figura 

9), não apresentam diferença estatística entre os grupos experimentais quando 

avaliados após 24h de incubação. 

No entanto, após 48h, as células do grupo C2C12 NI cultivadas em meio 

de diferenciação apresentaram maior taxa de proliferação quando comparadas 

aos grupos: C2C12 NI cultivada em MM não ativado (p<0,01), C2C12 NI 

cultivada em M1 MM não-irradiado (p<0,001), C2C12-FBM cultivada em M1 MM 

não-irradiado (p<0,05) e C2C12 NI cultivada em M1 MM não-irradiada (p<0,01). 
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Já o grupo C2C12-FBM que recebeu M1 MM também irradiado apresentou maior 

taxa de proliferação quando comparado ao grupo C2C12 NI cultivada em M1 MM 

não-irradiado, ou seja, em que nenhuma das células foram irradiadas (p<0,05). 

Este grupo também não demonstrou diferença estatística quando comparado ao 

grupo C2C12 NI que recebeu meio de diferenciação. 

 

Fig 8. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação 
cultivados em 30% (A) e 50% (B) de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 
também irradiados. Ensaio MTT de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação em 2% SC por 

72h (1x10
4 

célula/poço) tratados com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição 
dos meios condicionados de macrófagos J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e 
irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) - avaliação com 24 
e 48h de incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos meio 
condicionado. As mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras 
representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio 
condicionado de macrófagos. 
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Fig 9. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação 
cultivados em 30% (A) e 50% (B) de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 
também irradiados. Ensaio MTT de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação em 2% SC por 

72h (1x10
4 

célula/poço) tratados com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição 
dos meios condicionados de macrófagos J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e 
irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) - avaliação com 24 
e 48h de incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos meio 
condicionado. As mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras 
representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio 
condicionado de macrófagos. 
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5.4 Efeito da FBM sobre a síntese de óxido nítrico 

 
5.4.1 Síntese de NO por mioblastos indiferenciados 

 
Os mioblastos indiferenciados quando cultivados em 30% de meio 

condicionado de macrófagos (Figura 10), após 24h de incubação o grupo C2C12 

NI que recebeu o meio de proliferação demonstrou baixa produção da síntese 

de NO e redução significativa quando comparado aos demais grupos 

experimentais. Quando há ativação dos macrófagos para o perfil M1 e nenhum 

tratamento com FBM, observado no grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM não- 

irradiado, há aumento acentuado da síntese de NO quando comparado a todos 

os grupos experimentais (p<0,001). Ainda o grupo C2C12-PBM que recebeu M1 

MM também irradiado apresentou maior produção de óxido nítrico em 

comparação ao grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM não ativado. 

Após 48h de incubação o grupo C2C12 NI que recebeu M1 MM não- 

irradiado ainda demonstrou maior produção de NO em relação aos demais 

grupos (p<0,01) em exceção ao grupo C2C12 NI que recebeu M1 MM irradiado. 

Já o grupo C2C12-FBM que recebeu o M1 MM não-irradiado teve redução na 

síntese de NO quando comparado ao grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM 

irradiado (p<0,001). Quando uma ou ambas as células foram irradiadas 

apresentaram valores semelhantes ao grupo C2C12 NI em meio de proliferação, 

não apresentado diferença estatística entre os grupos. 

A síntese de NO dos grupos de mioblastos indiferenciados que foram 

cultivados em 50% de meio condicionado de macrófagos (Figura 11), após 24h 

de incubação, o grupo C2C12 NI cultivado em meio de proliferação apresentou 

menor produção de NO em comparação aos demais grupos experimentais 

(p>0,001) com exceção quando comparado ao grupo C2C12 NI que recebeu MM 

não ativado. O grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM não-irradiado apresentou 

produção aumentada de NO em comparação a todos os grupos experimentais 

(p<0,001). Já o grupo C2C12-FBM que recebeu M1 MM não-irradiado 

apresentou maior produção de NO quando comparado ao grupo C2C12 NI 

cultivado em MM não ativado (p<0,01) e ao grupo C2C12-FBM cultivado em M1 

MM também irradiado (p<0,05). 
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Após 48h de incubação, o grupo C2C12 NI cultivado e meio de 

proliferação apresentou menor produção de NO quando comparado aos grupos: 

C2C12 NI que recebeu MM não ativado (p<0,01), C2C12 NI que recebeu M1 MM 

não-irradiado (p<0,001) e C2C12 NI que recebeu M1 MM não-irradiado (p<0,01). 

O grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM não-irradiado ainda apresentou maior 

produção de NO quando comparado aos demais grupos experimentais. Houve 

redução na síntese de NO quando ambas as células são tratadas com o laser, 

como o grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM também irradiado em 

comparação ao grupo C2C12-FBM que recebeu em M1 MM não-irradiado 

 

Fig 10. Efeito da FBM sobre a síntese de óxido nítrico de mioblastos C2C12 indiferenciados 
cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também 

irradiados. Ensaio pelo método de Griess através do sobrenadante de mioblastos C2C12 (1x10
4 

célula/poço) tratados com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição dos meios 
condicionados de macrófagos J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e irradiados com 
laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) - avaliação com 24 e 48h de 
incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As 
mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras representam médias e 
desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 

(p<0,05) e C2C12 NI que recebeu M1 MM irradiado (p<0,001). E o grupo em que 

ambas as células foram tratadas apresentou produção de NO semelhante ao 

grupo C2C12 NI em meio de proliferação. 
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Fig 11. Efeito da FBM sobre a síntese de óxido nítrico de mioblastos C2C12 indiferenciados 
cultivados em 50% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também 

irradiados. Ensaio pelo método de Griess através do sobrenadante de mioblastos C2C12 (1x10
4 

célula/poço) tratados com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição dos meios 
condicionados de macrófagos J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e irradiados com 
laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) - avaliação com 24 e 48h de 
incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As 
mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras representam médias e 
desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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5.4.2 Síntese de NO por mioblastos induzidos a diferenciação 

 
Os mioblastos previamente induzidos a diferenciação em 2% de SC por 

72h que foram cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos (Figura 

12), quando avaliados após o período de 24h de incubação, o grupo C2C12 NI 

cultivado em M1 MM não-irradiado apresentou maior síntese de NO quando 

comparado aos grupos: C2C12 NI em meio de diferenciação (p<0,001), C2C12 

NI em MM não ativado (p<0,05), C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado 

(p<0,001) e menor produção comparado a C2C12 NI em M1 MM irradiado 

(p<0,001). Já o grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM irradiado apresentou maior 

síntese de NO em comparação a todos os grupos experimentais (p<0,001). 

Após 48h de incubação os grupos C2C12 NI em meio de diferenciação e 

C2C12-FBM em M1 MM também irradiado não apresentaram diferença 

estatística entre eles, porem demonstraram menor síntese de NO quando 

comparado a todos os outros grupos experimentais. Não houve diferença 

estatística entre os demais grupos. 

Quando as células C2C12 induzidas a diferenciação foram cultivadas em 

50% de meio condicionado de macrófagos (Figura 13), na avaliação após 24h 

de incubação, o grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM não-irradiado apresentou 

maior produção de NO comparado aos grupos: C2C12 NI em meio de 

diferenciação (p<0,001), C2C12 NI em MM não ativado (p<0,001) e as células 

que foram tratadas nos grupos C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado (p<0,001) 

e C2C12-FBM cultivado em M1 MM também irradiado (p<0,001). O grupo C2C12 

NI cultivado em M1 MM não-irradiado apresentou maior síntese de NO 

comparado a todos os grupos experimentais (p<0,001). Quando ambas as 

células foram irradiadas, como o grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM 

irradiado apresentou maior produção de NO quando comparado ao grupo C2C12 

NI cultivado em M1 MM irradiado (p<0,001). 

Na avaliação de 48h após a incubação o grupo C2C12 NI que recebeu 

MM não ativado apresentou diferença estatística com os demais grupos 

experimentais, exceto o grupo C2C12-FBM incubado em M1 MM não-irradiado. 

Já o grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM não-irradiado apresentou aumento na 

síntese de NO em comparação aos grupos C2C12-FBM em M1 MM não- 

irradiado (p<0,001) e ao grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM também 
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irradiado (p<0,05). Também o grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM irradiado 

teve redução na produção de NO comparado ao grupo C2C12 NI em M1 MM 

irradiado (p<0,01). Não houve diferença estatística entre os demais grupos. 

 

Fig 12. Efeito da FBM sobre a síntese de óxido nítrico de mioblastos C2C12 induzidos a 
diferenciação cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 
também irradiados. Ensaio pelo método de Griess através do sobrenadante de mioblastos 

C2C12 induzidos a diferenciação em 2% SC por 72h (1x10
4 
célula/poço) tratados com FBM (de 

acordo com grupos experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 
ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parâmetros 
(conforme grupo experimental) - avaliação com 24 e 48h de incubação após irradiações de 
mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam 
diferença significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: 
FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 



67 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 13. Efeito da FBM sobre a síntese de óxido nítrico de mioblastos C2C12 induzidos a 
diferenciação cultivados em 50% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 
também irradiados. Ensaio pelo método de Griess através do sobrenadante de mioblastos 

C2C12 induzidos a diferenciação em 2% SC por 72h (1x10
4 
célula/poço) tratados com FBM (de 

acordo com grupos experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 
ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parâmetros 
(conforme grupo experimental) - avaliação com 24 e 48h de incubação após irradiações de 
mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam 
diferença significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: 
FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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5.5 Efeito da FBM sobre a produção de citocinas 

 
5.5.1 Produção de IL-6 

 
5.5.1.1 Produção de IL-6 por mioblastos indiferenciados 

 
Na avaliação dos mioblastos indiferenciados que foram cultivados em 

30% de meio condicionado de macrófagos (Figura 14), após 24h de incubação, 

as células do grupo C2C12 NI em MM não ativado produziu menos IL-6 em 

relação ao grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado (p<0,01) e maior produção 

comparado as células C2C12 NI em meio de proliferação (p<0,01), C2C12 NI 

em M1 MM irradiado (p<0,01) e C2C12-FBM em M1 MM irradiado (p<0,05). Já 

o grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM não-irradiado produziu mais IL-6 

comparado aos demais grupos experimentais. Os grupos C2C12 NI em M1 MM 

irradiado e C2C12-FBM cultivado em M1 MM também irradiado apresentaram 

menor produção de IL-6 em relação ao grupo C2C12-FBM em M1 MM não- 

irradiado (p<0,01). 

Já nas culturas incubadas por 48h, todos os grupos demonstraram 

diferenças estatísticas entre eles. O grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado 

ainda produziu mais IL-6 quando comparado aos demais grupos experimentais. 

Os grupos em que uma ou ambas as culturas celulares foram tratadas com FBM 

apresentaram decrescente produção de IL-6, assim o grupo C2C12-FBM 

cultivado em M1 MM também irradiado produziu menos que C2C12-FBM em M1 

MM não-irradiado (p<0,001) e C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,05). 

Os mioblastos indiferenciados que foram cultivados em 50% de meio 

condicionado de macrófagos e avaliados após 24h de incubação (Figura 15), as 

células do grupo C2C12 NI em meio de proliferação produziram menos IL-6 

quando comparado aos demais grupos experimentais exceto o grupo C2C12 NI 

em M1 MM irradiado. Já o grupo C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado 

apresentou maior produção que todos os grupos experimentais, exceto C2C12 

NI em M1 MM não-irradiado. Já quando ambas as células foram tratadas do 

grupo C2C12-FBM em M1 MM irradiada produziram mais IL-6 que as células do 

grupo C1C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,05). 

Após 48h de incubação, as células do grupo C2C12 NI em MM não 

ativado geraram mais produção de IL-6 quando comparado a todos os grupos 
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experimentais (p<0,001). Já as células do grupo C2C12 NI em M1 MM não- 

irradiado produziram mais IL-6 comparado aos grupos que foram tratadas 

(p<0,001). As células do grupo C2C12-FBM cultivada em M1 MM irradiado 

produziram menos IL-6 em relação aos grupos C2C12-FBM em M1 MM não- 

irradiado e C2C12 NI em M1 MM irradiado, mas esta redução não foi 

estatisticamente significante. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig 14. Efeito da FBM sobre a produção de IL-6 de mioblastos C2C12 indiferenciados cultivados 
em 30% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também irradiados. 
Síntese proteica de IL-6 pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de células C2C12 

(1x10
4 

célula/poço) tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição dos 
meios condicionados de macrófagos J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e 
irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) - avaliação com 24 
e 48h de incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos meio 
condicionado. As mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras 
representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio 
condicionado de macrófagos. 
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Fig 15. Efeito da FBM sobre a produção de IL-6 de mioblastos C2C12 indiferenciados cultivados 
em 50% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também irradiados. 
Síntese proteica de IL-6 pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de células C2C12 

(1x10
4 

célula/poço) tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição dos 
meios condicionados de macrófagos J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e 
irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) - avaliação com 24 
e 48h de incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos meio 
condicionado. As mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras 
representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio 
condicionado de macrófagos. 
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5.5.1.2 Produção de IL-6 por mioblastos induzidos a diferenciação 

 
Os mioblastos previamente induzidos a diferenciação em 2% de SC por 

72h que foram cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos (Figura 

16) do grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado produziram menos IL-6 em 

relação aos demais grupos experimentais (p<0,001). Já o grupo C2C12-FBM em 

M1 MM não-irradiado apesentou também diferença estatística apresentando 

maior produção de IL-6 em comparação com os demais grupos experimentais e 

as células do grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado também produziram 

menos (p<0,001). O grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM também irradiado 

apresentou maior síntese de IL-6 comparado as células do grupo C2C12 NI em 

M1 MM irradiado (p<0,05). 

Após 48h de incubação todos os grupos experimentais apresentaram 

diferença estatística entre si. Os grupos que foram tratados produziram menos 

IL-6 quando comparados as células do grupo C2C12 NI em MM não ativado 

(p<0,001) e mais IL-6 quando comparados ao grupo C2C12 NI em M1 MM não- 

irradiado (p<0,001). 

Quando as células C2C12 induzidas a diferenciação foram cultivadas em 

50% de meio condicionado de macrófagos (Figura 17), na avaliação após 24h 

de incubação, os grupos C2C12 em meio de diferenciação e C2C12 em MM não 

ativado apresentaram diferença estatística com os demais grupos experimentais. 

Já as células do grupo C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado produziram mais 

IL-6 quando comparado ao grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado (p<0,05). 

Não houve diferenças estatísticas na síntese de IL-6 entre os grupos irradiados. 

Após 48h de incubação, as células do grupo C2C12 NI em meio de 

diferenciação produziram menos IL-6 quando comparadas as células dos demais 

grupo experimentais (p<0,001). Já o grupo C2C12 em MM não ativado produziu 

mais IL-6 em comparação a todos os grupos, exceto comparado ao grupo 

C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado (p<0,001). As células do grupo C2C12- 

FBM em M1 MM não-irradiado sintetizaram mais IL-6 que os grupos: C2C12 NI 

em M1 MM não-irradiado, C2C12 NI em M1 MM irradiado e C2C12-FBM em M1 

MM também irradiado (p<0,001). Não houve diferença estatística entre os 

demais grupos. 
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Fig 16. Efeito da FBM sobre a síntese de IL-6 de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação 
cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também 
irradiados. Síntese proteica de IL-6 pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de células 

C2C12 induzidos a diferenciação em 2% SC por 72h (1x10
4 
célula/poço) tratados com FBM (de 

acordo com grupos experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 
ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parâmetros 
(conforme grupo experimental) - avaliação com 24 e 48h de incubação após irradiações de 
mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam 
diferença significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: 
FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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Fig 17. Efeito da FBM sobre a síntese de IL-6 de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação 
cultivados em 50% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também 
irradiados. Síntese proteica de IL-6 pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de células 

C2C12 induzidos a diferenciação em 2% SC por 72h (1x10
4 
célula/poço) tratados com FBM (de 

acordo com grupos experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 
ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parâmetros 
(conforme grupo experimental) - avaliação com 24 e 48h de incubação após irradiações de 
mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam 
diferença significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: 
FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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5.5.2 Produção de TNF-α 

 
5.5.2.1 Produção de TNF-α por mioblastos indiferenciados 

 
Na avaliação da síntese proteica de TNF-α por mioblastos indiferenciados 

que foram cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos (Figura 18), 

após 24h de incubação, as células dos grupos C2C12 NI em meio de proliferação 

e C2C12 NI em MM não-ativado produziram menos em relação aos demais 

grupos cultivados em meio condicionado ativado (p<0,001). As células do grupo 

C2C12 NI em M1 MM não-irradiado apresentaram maior síntese de TNF-α em 

relação a todos grupos experimentais, porem essa diferença não foi 

estaticamente significante. Não houve diferença estatística entre os grupos que 

foram irradiados. 

Após 48h de incubação, as células do grupo C2C12 NI em meio de 

proliferação ainda produziram menos TNF-α comparado aos demais grupos 

experimentais (p<0,001). Já o grupo C2C12 NI em MM não ativado apenas não 

demonstrou diferença estatística quando comparado ao grupo C2C12-FBM em 

M1 MM irradiado, onde as células desses grupos apresentaram semelhante 

produção de TNF-α. As células do grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado 

produziram mais TNF-α em relação aos grupos C2C12 NI em M1 MM irradiado 

(p<0,01) e C2C12-FBM em M1 MM irradiado (p<0,001). Já quando ambas as 

células foram tratadas, no grupo C2C12-FBM em M1 MM irradiado, produziram 

menos TNF-α em relação aos grupos em que apenas uma das linhagens foram 

irradiadas, como em C2C12-FBM cultivado em M1 MM não-irradiado (p<0,01) e 

C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,05). 

Quando os mioblastos C2C12 indiferenciados foram cultivados em 50% 

de meio condicionado de macrófagos e a síntese de TNF-α avaliada após 24h 

de incubação (Figura 19) os grupos C2C12 NI em meio de proliferação e C2C12 

NI em MM não ativado produziram menos que os demais grupos experimentais 

(p<0,001). Já as células do grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado 

produziram menos TNF-α em relação ao grupo C2C12-FBM em M1 MM também 

irradiado (p<0,05). Não houve diferença estatística entre os grupos que foram 

irradiados. 

Na avaliação após 48h de incubação, as células do grupo C2C12 em meio 

de proliferação produziram menos TNF-α quando comparado a todos os grupos 
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experimentais (p<0,001). As células do grupo C2C12 NI em MM M1 não- 

irradiado produziram mais TNF-α comparado aos grupos C2C12 NI em MM não 

ativado (p<0,001) e C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,05). Quando as células 

foram irradiadas nos grupos C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado e C2C12- 

FBM em M1 MM irradiado produziram mais TNF-α comparado ao grupo C2C12 

NI em MM não ativado (p<0,01). Já quando ambas as linhagens foram tratadas 

no grupo C2C12-FBM cultivadas em M1 MM irradiado produziram mais TNF-α 

comparado ao grupo C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,05). 
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Fig 18. Efeito da FBM sobre a produção de TNF-α de mioblastos C2C12 indiferenciados 
cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também 
irradiados. Síntese proteica de TNF-α pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de 

células C2C12 (1x10
4 

célula/poço) tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) 
com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas 
(M1) e irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) - avaliação 
com 24 e 48h de incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos meio 
condicionado. As mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras 
representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio 
condicionado de macrófagos. 
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Fig 19. Efeito da FBM sobre a produção de TNF-α de mioblastos C2C12 indiferenciados 
cultivados em 50% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também 
irradiados. Síntese proteica de TNF-α pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de 

células C2C12 (1x10
4 

célula/poço) tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) 
com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas 
(M1) e irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) - avaliação 
com 24 e 48h de incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos meio 
condicionado. As mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras 
representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio 
condicionado de macrófagos. 
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5.5.2.2 Produção de TNF-α por mioblastos induzidos a diferenciação 

 
Os mioblastos previamente induzidos a diferenciação, em 2% de SC por 

72h que foram cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos (Figura 

20), na avaliação de 24h de incubação, os grupos C2C12 NI em meio de 

diferenciação e C2C12 NI em MM não ativado produziram menos TNF-α que os 

demais grupos experimentais. Não houve diferença estatística entre os grupos 

que foram irradiados. 

Após 48h de incubação os grupos C2C12 NI cultivado em meio de 

diferenciação e C2C12-FBM em M1 MM irradiado produziram menos TNF-α que 

os demais grupos experimentais e não tiveram diferença estatística entre eles. 

Não houve diferença estatística entre os demais grupos. 

A síntese proteica de TNF-α avaliada em mioblastos induzidos a 

diferenciação (2% SC – 72h) cultivados em 50% de meio condicionado de 

macrófagos (Figura 21) após 24h de incubação apresentaram menos produção 

nos grupos C2C12 NI em meio de diferenciação e C2C12 NI em MM não ativado 

em relação aos demais grupos experimentais (p<0,001). Não houve diferença 

estatística entre os grupos que foram irradiados. 

Após 48h de incubação, as células do grupo C2C12 NI em meio de 

diferenciação produziram menos TNF-α que os demais grupos experimentais 

(p<0,001). Já o grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado produziu mais TNF-α 

comparado aos grupos C2C12 NI em MM não ativado (p<0,05) e C2C12-FBM 

em M1 MM também irradiado (p<0,05). Não houve diferença estatística entre os 

demais grupos. 
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Fig 20. Efeito da FBM sobre a síntese de TNF-α por mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação 
cultivados em 30% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também 
irradiados. Síntese proteica de TNF-α pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de 

células C2C12 induzidos a diferenciação em 2% SC por 72h (1x10
4 

célula/poço) tratados com 
FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos 
J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parâmetros 
(conforme grupo experimental) - avaliação com 24 e 48h de incubação após irradiações de 
mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam 
diferença significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: 
FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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Fig 21. Efeito da FBM sobre a síntese de TNF-α por mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação 
cultivados em 50% de meio condicionado de macrófagos ativados para perfil M1 também 
irradiados. Síntese proteica de TNF-α pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de 

células C2C12 induzidos a diferenciação em 2% SC por 72h (1x10
4 

célula/poço) tratados com 
FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos 
J774 ativados com LPS +IFN-γ por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parâmetros 
(conforme grupo experimental) - avaliação com 24 e 48h de incubação após irradiações de 
mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam 
diferença significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: 
FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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5.6 Análise morfológica quantitativa e qualitativa por May-Grunwald e 

Giemsa 

5.6.1 Análise de mioblastos indiferenciados 

 

Os mioblastos indiferenciados cultivados em 30% de meio condicionado 

de macrófagos, na avalição após 24h de incubação (Figura 22H), o grupo C2C12 

NI em meio de proliferação presentou menor índice de fusão quando comparado 

aos demais grupos experimentais (p<0,001) exceto ao grupo C2C12 NI em M1 

MM não-irradiado. As células do grupo C2C12 NI em M1 MM irradiado 

apresentou maior índice de fusão em relação ao grupo C2C12 NI em MM não 

ativado (p<0,01). Já o grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado apresentou 

menor índice de fusão quando comparado a todos os grupos que receberam 

tratamento com fotobiomodulação: C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado 

(p<0,01), C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,001) e C2C12-FBM em M1 MM 

irradiado (p<0,001). Não houve diferenças estatísticas entre os grupos tratados. 

 
As imagens morfológicas representativas de cada grupo podem ser 

observadas nas figuras 22A-22F. A análise descritiva da distribuição de núcleos 

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 22G. 
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Fig 22. Análise morfológica, distribuição de núcleos e índice de fusão dos mioblastos 
indiferenciados e tratados, cultivados por 24h em 30% de meio condicionado de macrófagos 
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloração dos mioblastos C2C12 por May-Grunwald 

e Giemsa nas culturas de células (1x10
4 
célula/poço) tratadas com FBM (de acordo com grupos 

experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 ativados para perfil 
M1 e irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) – avaliação 
e cálculos com 24h de incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos 
meio condicionado. As imagens apresentam a morfologia dos mioblastos nas diferentes 
condições experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Análise descritiva (%) da distribuição de núcleos 
(letra G). Índice de fusão de miotubos (letra H). As mesmas letras representam diferença 
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, 
fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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Já após 48h de incubação em 30% de meio condicionado, as células do 

grupo C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado apresentou diferença no índice de 

fusão (Figura 23H) em relação a todos os demais grupos experimentais, 

apresentando maior índice de fusão comparado aos grupos com células não 

tratadas (p<0,001) e menor índice comparado aos grupos das células que foram 

tratadas (p<0,001). As células dos grupos C2C12 NI em M1 MM irradiado e 

C2C12-FBM em M1 MM irradiado não tiveram diferença estatística entre eles, 

mas ambos apresentaram maior índice de fusão comparado aos grupos que não 

foram tratados com laser (p<0,001). 

As imagens morfológicas representativas de cada grupo podem ser 

observadas nas figuras 23A-23F. A análise descritiva da distribuição de núcleos 

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 23G. 
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Fig 23. Análise morfológica, distribuição de núcleos e índice de fusão dos mioblastos 
indiferenciados e tratados, cultivados por 48h em 30% de meio condicionado de macrófagos 
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloração dos mioblastos C2C12 por May-Grunwald 

e Giemsa nas culturas de células (1x10
4 
célula/poço) tratadas com FBM (de acordo com grupos 

experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 ativados para perfil 
M1 e irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) – avaliação 
e cálculos com 48h de incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos 
meio condicionado. As imagens apresentam a morfologia dos mioblastos nas diferentes 
condições experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Análise descritiva (%) da distribuição de núcleos 
(letra G). Índice de fusão de miotubos (letra H). As mesmas letras representam diferença 
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, 
fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 

D E F 

C B A 

48h 
C2C12-FBM + 

M1 MM NÃO-IRRADIADO 



85 
 

 
 
 

Quando as células C2C12 indiferenciadas foram cultivadas em 50% de 

meio condicionado de macrófagos, na avaliação após 24h de incubação, as 

células do grupo C2C12 NI em meio de proliferação apresentaram menor índice 

de fusão (Figura 24H) em relação aos demais grupos experimentais (p<0,001) 

exceto ao grupo C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado. Já o grupo C2C12 NI 

em MM não ativado apresentou aumento significativo comparado aos grupos 

C2C12 NI em M1 MM não-irradiado e C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado 

(p<0,001). As células do grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado 

apresentaram maior índice de fusão comparado ao grupo C2C12-FBM em M1 

MM não-irradiado (p<0,01) e menor índice de fusão comparado aos grupos: 

C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,001) e C2C12-FBM em M1 MM irradiado 

(p<0,01). 

Dos grupos em que as células foram tratadas, o grupo C2C12-FBM em 

M1 MM não-irradiado apresentou menor índice de fusão em relação aos grupos 

C2C12 NI em M1 MM irradiado e C2C12-FBM em M1 MM irradiado (p<0,001). 

O grupo C2C12 NI em M1 MM irradiado teve maior índice de fusão em relação 

aos demais grupos experimentais tratados ou não com laser (p<0,001). 

As imagens morfológicas representativas de cada grupo podem ser 

observadas nas figuras 24A-24F. A análise descritiva da distribuição de núcleos 

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 24G. 
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Fig 24. Análise morfológica, distribuição de núcleos e índice de fusão dos mioblastos 
indiferenciados e tratados, cultivados por 24h em 50% de meio condicionado de macrófagos 
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloração dos mioblastos C2C12 por May-Grunwald 

e Giemsa nas culturas de células (1x10
4 
célula/poço) tratadas com FBM (de acordo com grupos 

experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 ativados para perfil 
M1 e irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) – avaliação 
e cálculos com 24h de incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos 
meio condicionado. As imagens apresentam a morfologia dos mioblastos nas diferentes 
condições experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Análise descritiva (%) da distribuição de núcleos 
(letra G). Índice de fusão de miotubos (letra H). As mesmas letras representam diferença 
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, 
fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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Já após 48h de incubação em 50% de meio condicionado de macrófagos, 

o índice de fusão (Figura 25H) das células do grupo C2C12 NI em meio de 

proliferação apresentaram redução significativa em relação aos grupos tratados 

com FBM (p<0,001). Os grupos C2C12 NI em MM não ativado e C2C12 NI em 

M1 MM não-irradiado apresentaram diferença estatística entre eles (p<0,01) e 

ambos apresentaram menor índice de fusão em comparação aos grupos 

tratados (p<0,001). 

Já os grupos em que as células foram irradiadas, os grupos C2C12-FBM 

em M1 MM não-irradiado e C2C12 NI em M1 MM irradiado não apresentaram 

diferença estatística no índice de fusão entre eles, porem grupo C2C12-FBM 

cultivado em M1 MM irradiado apresentou maior índice de fusão em relação aos 

grupos C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado (p<0,05) e C2C12 NI em M1 MM 

irradiado (p<0,001). 

As imagens morfológicas representativas de cada grupo podem ser 

observadas nas figuras 25A-25F. A análise descritiva da distribuição de núcleos 

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 25G. 
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Fig 25. Análise morfológica, distribuição de núcleos e índice de fusão dos mioblastos 
indiferenciados e tratados, cultivados por 48h em 50% de meio condicionado de macrófagos 
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloração dos mioblastos C2C12 por May-Grunwald 

e Giemsa nas culturas de células (1x10
4 
célula/poço) tratadas com FBM (de acordo com grupos 

experimentais) com adição dos meios condicionados de macrófagos J774 ativados para perfil 
M1 e irradiados com laser nos mesmos parâmetros (conforme grupo experimental) – avaliação 
e cálculos com 48h de incubação após irradiações de mioblastos e plaqueamento com devidos 
meio condicionado. As imagens apresentam a morfologia dos mioblastos nas diferentes 
condições experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Análise descritiva (%) da distribuição de núcleos 
(letra G). Índice de fusão de miotubos (letra H). As mesmas letras representam diferença 
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrão. Abreviações: FBM, 
fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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5.6.2 Análise de mioblastos induzidos a diferenciação 

 
Na avaliação do índice de fusão (Figura 26H) dos mioblastos induzidos a 

diferenciação e cultivados, por 24h, em 30% de meio condicionado de 

macrófagos, o grupo C2C12 NI em MM não ativado apresentou maior índice de 

fusão em relação aos demais grupos experimentais (p<0,001 e p<0,05 vs. 

C2C12 NI em meio de diferenciação). 

As células do grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado apresentaram 

maior índice de fusão em relação aos grupos tratados: C2C12-FBM em M1 MM 

não-irradiado (p<0,001), C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,001) e C2C12-FBM 

em M1 MM irradiado (p<0,001). 

Quando avaliados os grupos de células que foram tratadas com FBM, o 

grupo C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado não apresentou diferença 

estatística em relação aos outros grupos que tiveram as células irradiadas. Já o 

grupo C2C12-FBM em M1 MM irradiado apresentou maior índice de fusão em 

relação ao grupo C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,01). 

As imagens morfológicas representativas de cada grupo podem ser 

observadas nas figuras 26A-26F. A análise descritiva da distribuição de núcleos 

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 26G. 
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Fig 26. Análise morfológica, distribuição de núcleos e índice de fusão dos mioblastos induzidos 
a diferenciação e tratados, cultivados por 24h em 30% de meio condicionado de macrófagos 
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloração das células C2C12 induzidas a 

diferenciação (2% SC-72h) por May-Grunwald e Giemsa nas culturas (1x10
4 

célula/poço) 
tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição dos meios condicionados 
de macrófagos J774 ativados para perfil M1 e irradiados com laser nos mesmos parâmetros 
(conforme grupo experimental) – avaliação e cálculos com 24h de incubação após irradiações 
de mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As imagens apresentam a 
morfologia das células nas diferentes condições experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Análise 
descritiva (%) da distribuição de núcleos (letra G). Índice de fusão de miotubos (letra H). As 
mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras representam médias e 
desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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Os mioblastos induzidos a diferenciação e cultivados em 30% de meio 

condicionado de macrófagos, durante 48h, apresentaram maior índice de fusão 

(Figura 27H) dos grupos C2C12 NI em meio de diferenciação e C2C12-FBM em 

M1 MM irradiado em relação aos demais grupos experimentais (p<0,001), porém 

não apresentaram diferença estatística entre eles. 

As células do grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado tiveram menor 

índice de fusão em relação aos demais grupos experimentais (p<0,01 vs. C2C12 

em MM não ativado e C2C12-FBM em MM não-irradiado), exceto ao grupo 

C2C12 NI em M1 MM irradiado. 

Os grupos em que as células foram irradiadas, C2C12-FBM em M1 MM 

não-irradiado e C2C12 NI em M1 MM irradiado, não apresentaram diferença 

estatísticas no índice de fusão entre eles. 

As imagens morfológicas representativas de cada grupo podem ser 

observadas nas figuras 27A-27F. A análise descritiva da distribuição de núcleos 

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 27G. 
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Fig 27. Análise morfológica, distribuição de núcleos e índice de fusão dos mioblastos induzidos 
a diferenciação e tratados, cultivados por 48h em 30% de meio condicionado de macrófagos 
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloração das células C2C12 induzidas a 

diferenciação (2% SC-72h) por May-Grunwald e Giemsa nas culturas (1x10
4 

célula/poço) 
tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição dos meios condicionados 
de macrófagos J774 ativados para perfil M1 e irradiados com laser nos mesmos parâmetros 
(conforme grupo experimental) – avaliação e cálculos com 24h de incubação após irradiações 
de mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As imagens apresentam a 
morfologia das células nas diferentes condições experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Análise 
descritiva (%) da distribuição de núcleos (letra G). Índice de fusão de miotubos (letra H). As 
mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras representam médias e 
desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 
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Quando os mioblastos C2C12 induzidos a diferenciação foram cultivados 

em 50% de meio condicionado de macrófagos e incubados por 24h (Figura 28H), 

as células dos grupos C2C12 NI em meio de diferenciação e C2C12 NI em MM 

não ativado tiveram maior índice de fusão em relação aos demais grupos 

experimentais (p<0,001) e diferença estatística entre eles (p<0,001). 

 
Já o grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado apresentou maior índice 

de fusão apenas comparado ao grupo C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,01) 

entre os grupos que foram submetidos a fotobiomodulação. 

 
Quando comparados os grupos irradiados, as células do grupo C2C12- 

FBM em M1 MM não-irradiado apresentaram maior índice de fusão comparado 

ao grupo C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,05) e menor índice em relação ao 

grupo C2C12-FBM em M1 MM irradiado (p<0,05). Já o grupo C2C12-FBM em 

M1 MM irradiado apresentou maior índice de fusão quando comparado ao grupo 

C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,001). 

 

As imagens morfológicas representativas de cada grupo podem ser 

observadas nas figuras 28A-28F. A análise descritiva da distribuição de núcleos 

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 28G. 
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C2C12 NI + MEIO DE 

DIFERENCIAÇÃO 

C2C12 NI + 

MM NÃO ATIVADO 

C2C12 NI + 

M1 MM NÃO-IRRADIADO 
 

   

24h C2C12-FBM + 

M1 MM NÃO-IRRADIADO 

C2C12 NI + 

M1 MM IRRADIADO 

C2C12-FBM + 

M1 MM IRRADIADO 

 

Fig 28. Análise morfológica, distribuição de núcleos e índice de fusão dos mioblastos induzidos 
a diferenciação e tratados, cultivados por 24h em 50% de meio condicionado de macrófagos 
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloração das células C2C12 induzidas a 

diferenciação (2% SC-72h) por May-Grunwald e Giemsa nas culturas (1x10
4 

célula/poço) 
tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição dos meios condicionados 
de macrófagos J774 ativados para perfil M1 e irradiados com laser nos mesmos parâmetros 
(conforme grupo experimental) – avaliação e cálculos com 24h de incubação após irradiações 
de mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As imagens apresentam a 
morfologia das células nas diferentes condições experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Análise 
descritiva (%) da distribuição de núcleos (letra G). Índice de fusão de miotubos (letra H). As 
mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras representam médias e 
desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 

D E F 
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Já o índice de fusão das células C2C12 induzidas a diferenciação foram 

cultivadas em 50% de meio condicionado de macrófagos durante 48h (Figura 

29H), o grupo C2C12 NI em meio de diferenciação apresentou maior índice de 

fusão em relação aos demais grupos experimentais, exceto ao grupo C2C12- 

FBM em M1 MM irradiado que apresentaram índices similares. 

 
Já o grupo C2C12 NI em MM não ativado apresentou menor índice de 

fusão em relação as células dos grupos C2C12 NI em meio de diferenciação e 

C2C12-FBM em M1 MM irradiado (p<0,01) e maior índice em relação comparado 

aos demais grupos experimentais (p<0,001). 

 
O grupo C2C12 NI em M1 MM não-irradiado apenas não apresentou 

diferença estatística em relação ao grupo C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado. 

 
Quando as células foram submetidas a fotobiomodulação, os grupos 

C2C12-FBM em M1 MM não-irradiado tiveram menor índice de fusão em relação 

ao grupo C2C12-FBM em M1 MM irradiado (p<0,001). 

 

As imagens morfológicas representativas de cada grupo podem ser 

observadas nas figuras 29A-29F. A análise descritiva da distribuição de núcleos 

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 29G. 
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C2C12 NI + MEIO DE 

DIFERENCIAÇÃO 

C2C12 NI + 

MM NÃO ATIVADO 

C2C12 NI + 

M1 MM NÃO-IRRADIADO 
 

   
 

 
48h 

C2C12-FBM + 

M1 MM NÃO-IRRADIADO 

C2C12 NI + 

M1 MM IRRADIADO 

C2C12-FBM + 

M1 MM IRRADIADO 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig 29. Análise morfológica, distribuição de núcleos e índice de fusão dos mioblastos induzidos 
a diferenciação e tratados, cultivados por 48h em 50% de meio condicionado de macrófagos 
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloração das células C2C12 induzidas a 

diferenciação (2% SC-72h) por May-Grunwald e Giemsa nas culturas (1x10
4 

célula/poço) 
tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adição dos meios condicionados 
de macrófagos J774 ativados para perfil M1 e irradiados com laser nos mesmos parâmetros 
(conforme grupo experimental) – avaliação e cálculos com 24h de incubação após irradiações 
de mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As imagens apresentam a 
morfologia das células nas diferentes condições experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Análise 
descritiva (%) da distribuição de núcleos (letra G). Índice de fusão de miotubos (letra H). As 
mesmas letras representam diferença significante entre grupos. Barras representam médias e 
desvio padrão. Abreviações: FBM, fotobiomodulação; MM, meio condicionado de macrófagos. 

C B A 

D E F 
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5.7 Tabelas resumo dos resultados dos experimentos 

 
5.7.1 Tabela resumo dos resultados de mioblastos indiferenciados 

 
Os resultados dos experimentos realizados com mioblastos 

indiferenciados cultivados em 30 e 50% de meio condicionado de macrófagos 

incubados por 24 e 48 horas estão aglutinados na tabela nº5. 

 
Tabela 5. Resumo dos resultados de experimentos com mioblastos indiferenciados cultivados 

em meio condicionado de macrófagos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

O grupo experimental em vermelho é o que apresentou: aumento (↑), ou redução (↓) em relação 
ao grupo em preto. Diferença não significante (ns); FBM. fotobiomodulação; MM, meio 
condicionado de macrófagos; NI, não irradiado; [ ], concentração. 

 
Viabilidade 

celular 
Proliferação 

celular 
Síntese de 

NO 
Síntese de 

IL-6 
Síntese de 

TNF-α 

[30%] 
MM 

[50%] 
MM 

[30%] 
MM 

[50%] 
MM 

[30%] 
MM 

[50%] 
MM 

[30%] 
MM 

[50%] 
MM 

[30%] 
MM 

[50%] 
MM 

Comparação entre grupos sem tratamento com FBM 

C2C12 NI em meio de 
proliferação X C2C12 NI em 

MM não ativado 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ↑ 

48h - ns 
24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

C2C12 NI em meio de 
proliferação X C2C12 NI em 

M1 MM não-irradiado 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

C2C12 NI em MM não 
ativado X C2C12 NI em M1 

MM não irradiado 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

 Comparação entre grupos tratados com FBM 

C2C12 NI em M1 MM não- 

irradiado X C2C12-FBM em 
M1 MM não-irradiado 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ↑ 

48h - ns 
24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ↓ 

48h - ↑ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

C2C12 NI em M1 MM não- 
irradiado X C2C12 NI em M1 

MM irradiado 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ↓ 

48h - ns 
24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↓ 

C2C12 NI em M1 MM não- 
irradiado X C2C12-FBM em 

M1 MM irradiado 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ↑ 

48h - ns 

C2C12-FBM em M1 MM não- 

irradiado X C2C12 NI em M1 
MM irradiado 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ↓ 

48h - ns 
24h - ns 
48h - ns 

24h - ↑ 

48 h - ns 
24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↓ 

48h - ns 
24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

C2C12-FBM em M1 MM não- 
irradiado X C2C12-FBM em 

M1 MM irradiado 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↓ 

48h - ns 
24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ns 

C2C12 NI em M1 MM 
irradiado X C2C12-FBM em 

M1 MM irradiado 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ↑ 

48h - ns 
24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↑ 
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5.7.2 Tabela resumo dos resultados de mioblastos induzidos a 

diferenciação 

Os resultados dos experimentos realizados com mioblastos induzidos a 

diferenciação cultivados em 30 e 50% de meio condicionado de macrófagos 

incubados por 24 e 48 horas estão aglutinados na tabela nº6. 

 
Tabela 6. Resumo dos resultados de experimentos com mioblastos induzidos a diferenciação 

cultivados em meio condicionado de macrófagos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

O grupo experimental em vermelho é o que apresentou: aumento (↑), ou redução (↓) em relação 
ao grupo em preto. Diferença não significante (ns); FBM. fotobiomodulação; MM, meio 
condicionado de macrófagos; NI, não irradiado; [ ], concentração. 

 
Viabilidade 

celular 
Proliferação 

celular 
Síntese de 

NO 
Síntese de 

IL-6 
Síntese de 

TNF-α 

[30%] 
MM 

[50%] 
MM 

[30%] 
MM 

[50%] 
MM 

[30%] 
MM 

[50%] 
MM 

[30%] 
MM 

[50%] 
MM 

[30%] 
MM 

[50%] 
MM 

Comparação entre grupos sem tratamento com FBM 

C2C12 NI em meio de 
diferenciação X C2C12 NI 

em MM não ativado 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

C2C12 NI em meio de 
diferenciação X C2C12 NI 

em M1 MM não-irradiado 

24h - ↓ 

48h - ns 
24h - ns 
48h - ns 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ns 
24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ns 
24h - ↑ 

48h - ↑ 

C2C12 NI em MM não 
ativado X C2C12 NI em M1 

MM não irradiado 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ↑ 

48h - ns 
24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↑ 

48h - ↓ 

24h - ↑ 

48h - ns 
24h - ↑ 

48h - ↑ 

 Comparação entre grupos tratados com FBM 

C2C12 NI em M1 MM não- 
irradiado X C2C12-FBM em 

M1 MM não-irradiado 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ↓ 

48h - ns 
24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

C2C12 NI em M1 MM não- 
irradiado X C2C12 NI em M1 

MM irradiado 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ↑ 

48h - ns 
24h - ↑ 

48h - ns 
24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

C2C12 NI em M1 MM não- 
irradiado X C2C12-FBM em 

M1 MM irradiado 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↓ 

C2C12-FBM em M1 MM 

não-irradiado X C2C12 NI 
em M1 MM irradiado 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ↑ 

48h - ns 
24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ns 

C2C12-FBM em M1 MM 
não-irradiado X C2C12-FBM 

em M1 MM irradiado 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ↑ 

48h - ns 
24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ns 

C2C12 NI em M1 MM 
irradiado X C2C12-FBM em 

M1 MM irradiado 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↓ 

48h - ↓ 

24h - ↑ 

48h - ↑ 

24h - ns 
48h - ns 

24h - ns 
48h - ↓ 

24h - ns 
48h - ns 
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6. DISCUSSÃO 

 
A regeneração muscular após lesão é atribuída a sinais intrínsecos do 

musculo estriado esquelético, conferindo suas características de plasticidade e 

alta capacidade de regeneração. Capacidade dada pela presença das células 

satélites musculares, estas que após as lesões são ativadas, proliferam e 

passam por fases de diferenciação e fusão, para gerar o reparo da região 

lesionada ou formar novas fibras musculares5,15. 

Esse processo também é modulado por sinais extrínsecos, atribuídos 

principalmente aos macrófagos. Esses que são derivados de monócitos 

presentes na circulação sanguínea e estão presentes durante todo o processo 

de lesão e reparo e/ou regeneração. Possuem importante papel de acordo com 

o fenótipo predominante e os produtos por eles secretados no microambiente da 

lesão53,54. 

Em resposta a lesão muscular, as distintas populações de macrófagos 

possuem ações e secretam produtos de caráter pró-inflamatório e anti- 

inflamatório, populações que são denominados fenótipos M1 e M2, 

respectivamente, associados as fases do processo de regeneração 

muscular5,37,41. É importante ressaltar que os fenótipos não são expressos 

isoladamente. Os macrófagos são encontrados em seus diferentes estados de 

ativação em qualquer momento avaliado após a lesão, mas que apresentam 

predominância de uma ou outra população e podem ser avaliados através de 

marcadores de superfície celular associados aos perfis M1 e M25. 

Em resposta a lesão aguda, os macrófagos de perfil M1 são recrutados e 

os produtos por eles secretados auxiliam na ativação, proliferação e migração 

das células satélites musculares. Em modelo in vitro a ativação para esse perfil, 

conhecida como ativação clássica, pode ser induzida através da adição as 

células de LPS e INF-γ, promovendo a produção de citocinas pró-inflamatórias 

(IL-6 e TNF-α) e espécies reativas de oxigênio e intermediários de 

nitrogênio41,15,31,53. 

Os macrófagos participam na amplificação do processo inflamatório nos 

períodos após a lesão e também são capazes de atenuar a exacerbação desse 
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processo, a fim de evitar danos ao tecido. Ou seja, podem ter efeitos benéficos 

ou deletérios dependendo do contexto15. 

Foi demonstrado que a ausência de macrófagos no ambiente de lesão e 

regeneração muscular, causa a redução da expressão de fatores regulatórios 

miogênicos (miogenina e MyoD), assim como o aumento da expressão de 

citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, incluindo IL1-β, TGF-β1, TNF-α e 

RANTES, durante as fases tardias da regeneração muscular55. 

A transição tardia e prolongada do fenótipo predominante dos macrófagos 

M1 presentes no tecido muscular após a lesão, como a persistência da presença 

de citocinas inflamatórias, prejudicam o processo de regeneração. Assim, sendo 

essencial a adequada mudança na prevalência desse perfil pró-inflamatório para 

um cenário que induz a fase regenerativa56. Dentre as formas terapêuticas para 

o tratamento de lesões musculares e do envolvimento do processo inflamatório 

na fase aguda, a FBM têm evidenciado efeitos em diversos tipos celulares, se 

tratando de avaliações in vitro27,28,33,36,37,57,58. 

O presente estudo, procurou mimetizar esse tema, por meio de avaliações 

in vitro, o efeito da FBM (780 nm) sobre células satélites musculares C2C12 em 

suas fases de proliferação e diferenciação, quando são cultivadas em meio aos 

produtos (meio condicionado) de macrófagos J774 ativados para perfil M1 

irradiados com os mesmos parâmetros dosimétricos. Buscou-se avaliar a 

viabilidade, proliferação, índice de fusão (diferenciação) e morfologia celular, 

assim como a síntese de NO e das citocinas IL-6 e TNF-α. 

Devido a ampla variedade da escolha dos parâmetros dosimétricos 

(comprimento de onda, potência, irradiância, exposição irradiante, energia, entre 

outros), faz com que as publicações encontradas quando avaliados os efeitos da 

FBM sobre macrófagos, células satélites musculares e outros tipos celulares, 

apresentem efeitos diversos e por vezes antagônicos44,45. Assim, gerando 

complexidade nas escolhas paramétricas, quando o objetivo do estudo foi que 

ambas as linhagens celulares utilizadas fossem tratadas de forma semelhante, 

mimetizando a situação ocorrida in vivo quando a irradiação abrange o tecido 

muscular lesionado e os macrófagos presentes na fase aguda do processo 

inflamatório, porém neste contexto dando destaque aos macrófagos28,33,35. 
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Nos resultados do presente estudo, houve compatibilidade no padrão de 

comportamento das SC em seu estado proliferativo em meio a um 

microambiente constituído por macrófagos de caráter pró-inflamatório e seus 

produtos15,41,59. Após o cultivo de células satélites musculares em fase de 

proliferação em meio a diferentes concentrações dos produtos de macrófagos 

que foram ativados para perfil M1, foi observado o aumento da síntese de NO e 

das citocinas IL-6 e TNF-α (períodos de 24 e 48h). Não houve diferença 

estatística no índice de fusão desses grupos, podendo correlacionar o aumento 

das citocinas e a permanência das células mononucleadas. 

Wu et al. (2003)59 relataram que a polarização de macrófagos (LPS), de 

linhagem RAW-264.7, acarretou em alta produção de NO e síntese de TNF-α, 

IL-1β e IL-10. Assim como Fernandes et al. (2015) 28 relataram aumento na 

expressão de TNF-α e iNOS e na produção proteica de IL-6, COX-2 e TNF-α em 

culturas de macrófagos J774 ativados com LPS e IFNγ. 

Neste contexto, autores31 demonstraram que o laser infravermelho (780 

nm, 2mW/cm2, 2,2 J/cm2) foi capaz de reduzir a expressão gênica de IL-6 e 

outras citocinas de caráter inflamatório, quando macrófagos murinos RAW 264.7 

foram polarizados em altas concentrações de LPS (1µg/mL), como utilizado no 

presente estudo. Isto também foi evidenciado em macrófagos peritoneais de 

camundongo ativados com IFN-γ (20 μg/mL) e LPS (10 ng/mL) e irradiados com 

laser 780 nm, uma vez que estes apresentaram menor produção de TNF-α em 

comparação aos macrófagos ativados e não irradiados32. 

Fernandes et al. (2015)28 relataram que o tratamento com FBM (780 nm) 

gerou diminuição da expressão gênica e produção de IL-6 e TNF-α e da 

expressão de iNOS por macrófagos J774 ativados com LPS e IFNγ. 

Em relação a viabilidade dos mioblastos C2C12 indiferenciados, foi 

possível observar no presente estudo que apresentaram redução (24 e 48h) 

quando cultivados em 30% meio condicionado ativado para perfil M1 e houve 

maior índice de fusão após 24h quando cultivadas em 50% (M1 MM). Após o 

tratamento com FBM, há o aumento da viabilidade das células cultivadas em 

50% de meio condicionado de macrófagos M1 quando apenas a C2C12 foi 



102 
 

 

 

irradiada (24h), quando apenas os macrófagos foram irradiados (48h) e quando 

ambas as células foram irradiadas (48h). 

Os resultados do efeito da FBM sobre a proliferação celular de mioblastos 

indiferenciados, mostraram que as culturas em que apenas a C2C12 foi irradiada 

houve redução na proliferação após 24h na condição 50% de meio condicionado 

M1 e aumento em ambas as concentrações (30 e 50%) após 48h de incubação. 

Os grupos em que apenas os macrófagos M1 foram irradiados e no que ambas 

as células foram irradiadas houve um aumento da proliferação quando cultivadas 

em 50% de meio condicionado após 48h, evidenciando o efeito benéfico do 

tratamento com FBM em ambos tipos celulares. 

Já em relação a FBM envolvendo células C2C12, Monici et al. (2013)60 

utilizaram laser de modo pulsado no comprimento de onda infravermelho (808 e 

905 nm) em mioblastos indiferenciados e não encontrou diferenças na 

viabilidade celular, porém apresentou redução da proliferação celular e aumento 

de MyoD e associações as mudanças na morfologia celular apresentando 

formação de estruturas relacionadas a miotubos e células apresentando dois ou 

mais núcleos. Ferreira et al. (2018)61 também relataram que 6h após o 

tratamento com laser vermelho (660 nm, 20mW) demonstrou redução da 

migração e proliferação, porém sem afetar a viabilidade celular. Contudo nestes 

dois estudos citados as células foram avaliadas sem a presença de fatores 

produzidos por macrófagos. 

Ferreira et al. (2009)35 e Mesquita-Ferrari et al. (2011)36 compararam os 

efeitos do laser 660 e 780 nm (em diferentes exposições irradiantes, entre elas, 

17,5 J/cm2 para 780 nm e 70mW – mesmos parâmetros utilizados neste estudo) 

em mioblastos C2C12 em meio de proliferação e sob deficiência nutricional. A 

FBM não apresentou diferenças sobre a viabilidade e proliferação celular após 

24, 48 e 72h nestes contextos avaliados. 

Já Mesquita-Ferrari et al. (2015)33 observaram que a irradiação (780 nm, 

10mW) possibilitou o aumento da atividade de CK (72h) e da viabilidade celular 

após 24, 48 e 72h de incubação de células C2C12 induzidas a diferenciação. A 

atividade de CK é uma análise direta dessa importante enzima marcadora do 

processo de diferenciação de células musculares. 
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As células C2C12 previamente induzidas a diferenciação apresentam 

redução da viabilidade celular apenas quando cultivadas em 30% de meio 

condicionado M1 e redução da proliferação quando cultivadas em 30% (24 e 

48h) e 50% (48h). Houve redução do índice de fusão dessas células nessas 

situações, assim como a predomínio das células mononucleadas. Há aumento 

da viabilidade e proliferação apenas quando recebem 30% de meio condicionado 

de macrófagos irradiados após 48h. Em um período de 48h de incubação, em 

ambas concentrações de meio condicionado de macrófagos M1 irradiados, as 

células C2C12 diferenciadas e tratadas com FBM apresentaram aumento da 

viabilidade e proliferação, evidenciando mais uma vez o efeitos positivo do 

tratamento quanto feito concomitantemente sobre os dois tipos celulares. 

Os mioblastos induzidos a diferenciação cultivados em meio condicionado 

de macrófagos M1, ambos sem intervenção da FBM, apresentam redução da 

proliferação celular e síntese de IL-6 e aumento da síntese de NO e TNF-α 

(apenas em 24h) quando avaliados em menor concentração de meio 

condicionado de macrófagos M1 (30%) e redução da proliferação celular (48h), 

aumento da síntese de NO (24h), IL-6 e TNF-α quando cultivados em maior 

concentração de meio condicionado de macrófagos M1 (50%). 

Um estudo prévio, avaliando fatores capazes de aumentar níveis da 

produção de citocinas pró-inflamatórias, demonstrou que ROS, incluindo o NO, 

estimulam a produção de IL-6 em células C2C12 diferenciadas62. Assim como, 

Chen et al. (2007)16 observaram que mioblastos em fase proliferativa possuem 

expressão constitutiva de TNF-α e mioblastos durante as fases iniciais da 

diferenciação demonstram aumentar a expressão dessa citocina. 

Os resultados presentes obtidos nesse estudo, evidenciaram que a FBM 

é capaz de reduzir a síntese de NO em ambas as situações avaliadas 

(proliferação e diferenciação), contudo sendo mais evidente em algumas 

condições mais específicas. Com relação aos mioblastos C2C12 indiferenciados 

houve uma redução quando um tipo celular ou ambos foram tratados com FBM, 

em todos os períodos avaliados. Já na situação de diferenciação, quando 

somente as células musculares foram tratadas e cultivadas em 30% (24h) e 50% 

(24 e 48h) de meio condicionado M1, apresentaram redução na síntese de NO. 
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Por outro lado, a irradiação apenas dos macrófagos M1 apresentou aumento de 

NO após 24h de incubação em ambas as concentrações de meio condicionado. 

E quando ambas as linhagens celulares foram tratadas, após 48h, o grupo em 

menor concentração (30%) apresentou redução da síntese de NO. 

O tratamento apresentou claramente uma redução das citocinas 

inflamatórias e do NO condizente com os estudos de Fernandes et al. (2015)28 e 

Silva et al. (2016)63 que evidenciaram os efeitos da FBM em macrófagos na 

modulação de citocinas inflamatórias e síntese de NO. 

Estudo avaliando a citoxicidade através do co-cultivo de células 

musculares e macrófagos ativados para perfil M1, demonstraram que o aumento 

da produção de NO, gerados através dos macrófagos ativados, resultam na lise 

celular de miotubos em fase de diferenciação através do aumento da atividade 

de iNOS. Porém, baixos níveis da produção de NO possuem efeito citoprotetor, 

demonstrando que o NO possui efeitos dose-dependente sobre células 

musculares57. Dessa forma os resultados obtidos neste estudo são desejáveis 

para um processo de reparo mais efetivo. 

Gavish et al. (2008)31 verificou que o tratamento com laser (780nm) 

causou o aumento da produção de NO de macrófagos murinos RAW 264.7 

ativados com LPS. Esse estudo correlaciona o efeito da FBM diretamente com 

a concentração de LPS que os macrófagos foram polarizados, ou seja, que o 

tratamento com laser e seus efeitos modulatórios são diretamente proporcionais 

a intensidade do processo inflamatório que a lesão pode acometer um tecido. 

Estes autores demonstraram que há maiores efeitos inibitórios causados pela 

FBM durante a intensa resposta inflamatória e que os efeitos podem ser mínimos 

ou não observados em situações de homeostasia. 

Os mioblastos C2C12 indiferenciados, apresentaram redução de IL-6 

quando apenas a C2C12 foi tratada com FBM após 24 e 48h (30% M1 MM) e 

48h (50% M1 MM). O único grupo (24h em 50% M1 MM) que não apresentou 

redução de IL-6, apresentou nesse mesmo período menor índice de fusão, com 

predominância de células mononucleadas. Nas culturas que apenas os 

macrófagos M1 foram irradiados houve redução de IL-6 e TNF-α (somente em 

48h) em ambas as concentrações de meio condicionado. As citocinas avaliadas, 
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após o tratamento das células J774 M1 e C2C12 com os mesmos parâmetros, 

apresentaram redução de IL-6 e TNF-α (somente após 48h) quando cultivados 

em 30% de meio condicionado M1 irradiado e quando cultivados em 50%. 

apresentaram redução de IL-6 (48h) e aumento de TNF-α (24h). 

Com relação a produção proteica das citocinas de células C2C12 

previamente induzidas a diferenciação, a FBM gerou aumento da síntese de IL- 

6 quando foram cultivadas em menor e maior concentração de meio 

condicionado M1 não irradiado e redução apenas em 50% de meio condicionado 

M1 irradiado (maior concentração) após 48h de cultivo. Quando os macrófagos 

M1 foram irradiados, o meio condicionado destes em menor concentração (30%) 

sobre C2C12 induzidas a diferenciação tratadas e não tratadas com FBM gerou 

um aumento da síntese de IL-6 (24 e 48h). 

O efeito da irradiação sobre a síntese de TNF-α, das células C2C12 

induzidas a diferenciação, foi apenas observado quando ambas as linhagens 

celulares foram tratadas com FBM e cultivadas durante 48h em menor e maior 

concentração do meio condicionado M1 irradiado. 

Assim, neste estudo o aumento dos níveis de produção de NO e das 

citocinas avaliadas também evidenciam o predomínio de mioblastos 

mononucleados e no que se refere ao índice de fusão não apresentou diferença 

estatística. Nesse sentido, de acordo com a literatura, a presença dos produtos 

dos macrófagos desse fenótipo pode ter mentido as células precursoras 

miogênicas em estado de proliferação, prevenindo sua diferenciação 

prematura41. 

Durante a fase aguda do processo inflamatório, as citocinas TNF-α, IL-1, 

IL-6 e IL-8, produzidas nessa fase, se ligam a receptores de membrana e ativam 

enzimas responsáveis pela produção de ROS, amplificando a síntese de seus 

intermediários14. 

Quando comparados os mioblastos indiferenciados e induzidos a 

diferenciação cultivados em seus meios respectivos (controle), pode ser 

observado acentuado aumento da síntese de IL-6 em células diferenciadas. 

Estudo avaliando a expressão e produção de IL-6, utilizando um modelo de in 

vitro de contração com estimulador de pulso elétrico, em células C2C12 em suas 
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diferentes fases, demonstraram que a síntese dessa citocina não pode nem ao 

menos ser detectada em culturas de mioblastos indiferenciados do grupo 

controle, porém foi mais expressa quando quantificada em culturas de células 

C2C12 induzidas a diferenciação64. 

Analisando conjuntamente a índice de fusão, assim como a descrição 

inferencial da distribuição de núcleos, os grupos apresentaram maior ou menor 

fusão de núcleos celulares de acordo com a presença das citocinas avaliadas. 

Foi possível identificar um padrão de fusão inversamente proporcional, no cultivo 

de ambas as concentrações, relacionando a síntese de IL-6 por mioblastos 

indiferenciados e a síntese de TNF-α por mioblastos induzidos a diferenciação. 

Os grupos de mioblastos indiferenciados apresentaram maior índice de fusão 

quando apresentaram menor síntese de IL-6, assim como os grupos de 

mioblastos induzidos a diferenciação apresentaram maior índice de 

diferenciação quando haviam menor síntese de TNF-α. 

Saclier et al. (2013)41 relataram que o bloqueio de IL-6 em meio 

condicionado de macrófagos M1, tal como baixas concentrações de TNF-α sobre 

células precursoras miogênicas humanas, induzem o aumento da formação de 

miotubos. Apresentando redução no índice de fusão de mioblastos e inibiu a 

formação de grandes miotubos (>10 núcleos). Estudos também demonstraram 

que a adição de TNF-α exógeno causa efeito inibitório durantes as fases de 

diferenciação de mioblastos31. 

Alguns resultados deste estudo mostraram diferenças em relação as 

descrições na literatura, devido aos efeitos da FBM serem encontradas em cada 

linhagem celular, nas características descritas, de forma isolada. Não há 

estudos, até o momento, que avaliem o efeito da FBM (780 nm) em células 

satélites musculares cultivadas em meio condicionado de macrófagos ativados 

para perfil M1 também submetidas a irradiação com os mesmos parâmetros. 

Estudos ressaltam que há variação nos efeitos de sobrenadantes de culturas 

macrófagos sobre mioblastos e que estes não possuem capacidade de 

mimetizar totalmente o ocorrido in vivo, sendo que os resultados dependem do 

perfil de ativação dos macrófagos utilizados, bem como sua origem (linhagem ou 

cultura primária), e ainda da presença de soro no meio de cultivo5,41,48. Contudo, 
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esta análise nos traz informações importantes sobre um panorama que seria o 

mais próximo do desejável. 

 

Assim, o conjunto de resultados desta dissertação permite inferir que o 

tratamento com FBM (780 nm) pode gerar efeitos positivos em células satélites 

musculares em suas diferentes fases, quando cultivadas em meio a diferentes 

concentrações de produtos de macrófagos de perfil pró-inflamatório (M1) 

também submetidos a irradiação nos mesmos parâmetros, no que se refere a 

redução de NO e citocinas inflamatórias e no favorecimento do processo de 

diferenciação das células musculares (índice de fusão). 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
O presente estudo avaliou os efeitos da fotobiomodulação sobre células 

satélites musculares em seus estados de proliferação e diferenciação, cultivadas 

em diferentes concentrações de produtos secretados por macrófagos ativados 

para perfil pró-inflamatório, que também foram irradiados com os mesmos 

parâmetros dosimétricos. O tratamento com a fotobiomodulação foi capaz surtir 

efeitos na viabilidade e proliferação celular, propiciar o processo de diferenciação 

das células satélites musculares, além de promover a redução da síntese de NO 

e de citocinas de caráter inflamatório envolvidas no processo inflamatório agudo. 

Como o processo de regeneração muscular é dividido em diferentes fases 

e há concomitante mudança do fenótipo dos macrófagos envolvidos durante 

esse processo, o estudo futuro de outros aspectos envolvendo marcação das 

células satélites com imunofluorencência, expressão gênica de citocinas 

inflamatórias, anti-inflamatórias e de enzimas envolvidas na síntese de espécies 

reativas de oxigênio, expressão de fatores regulatórios miogênicos, assim como 

a marcação da superfície de macrófagos para a determinação do fenótipo 

prevalente, entre outros, tornam-se essenciais para o entendimento desse 

processo. 

Neste contexto, os dados desse estudo são relevantes para que estudos 

posteriores possam oferecer melhor entendimento dos mecanismos moleculares 

envolvidos no efeito da fotobiomodulação, in vitro, sobre células satélites 

musculares em um microambiente de lesão aguda proporcionado por 

macrófagos também submetidos a irradiação. 
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