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Effect of low-level laser therapy on the modulation  
of the mitochondrial activity of macrophages

Efeito da laserterapia em baixa intensidade na modulação  
da atividade mitocondrial de macrófagos

Nadhia H. C. Souza1, Raquel A. M. Ferrari1,2, Daniela F. T. Silva3,  
Fabio D. Nunes4, Sandra K. Bussadori2, Kristianne P. S. Fernandes2

ABSTRACT | Background: Macrophages play a major role among the inflammatory cells that invade muscle tissue 
following an injury. Low-level laser therapy (LLLT) has long been used in clinical practice to accelerate the muscle repair 
process. However, little is known regarding its effect on macrophages. Objective: This study evaluated the effect of LLLT 
on the mitochondrial activity (MA) of macrophages. Method: J774 macrophages were treated with lipopolysaccharide 
(LPS) and interferon – gamma (IFN- γ) (activation) for 24 h to simulate an inflammatory process, then irradiated with 
LLLT using two sets of parameters (780 nm; 70 mW; 3 J/cm2 and 660 nm; 15 mW; 7.5 J/cm2). Non-activated/non-
irradiated cells composed the control group. MA was evaluated by the cell mitochondrial activity (MTT) assay (after 
1, 3 and 5 days) in three independent experiments. The data were analyzed statistically. Results: After 1 day of culture, 
activated and 780 nm irradiated macrophages showed lower MA than activated macrophages, but activated and 660 nm 
irradiated macrophages showed MA similar to activated cells. After 3 days, activated and irradiated (660 nm and 780 
nm) macrophages showed greater MA than activated macrophages, and after 5 days, the activated and irradiated (660 
nm and 780 nm) macrophages showed similar MA to the activated macrophages. Conclusions: These results show that 
660 nm and 780 nm LLLT can modulate the cellular activation status of macrophages in inflammation, highlighting the 
importance of this resource and of the correct determination of its parameters in the repair process of skeletal muscle.
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RESUMO | Contextualização: O macrófago tem papel de destaque dentre as células inflamatórias que invadem o músculo 
após as lesões. Por outro lado, o laser em baixa intensidade (LBI) tem sido muito utilizado na clínica para acelerar o 
reparo muscular, e pouco se conhece sobre seu efeito nos macrófagos. Objetivo: Avaliar o efeito do LBI sobre a atividade 
mitocondrial (AM) de macrófagos ativados para simular um processo inflamatório. Método: Macrófagos J774 foram 
tratados com lipopolissacarídeo (LPS) e IFN-gamma (ativação) por 24 horas para simular um processo inflamatório 
e então foram irradiados com LBI (780 nm; 70 mW; 3 J/cm2 e 660 nm; 15mW; 7,5 J/cm2). A AM foi avaliada pela 
técnica MTT após um, três e cinco dias das irradiações. Foram realizados três experimentos independentes, e os dados, 
submetidos à análise estatística. Resultados: Após um dia de cultivo, os macrófagos ativados e irradiados com o laser 
de 780 nm mostraram AM menor que os somente ativados, já os macrófagos ativados e irradiados com o laser de 660 
mostraram AM semelhante aos somente ativados. Após três dias, os macrófagos ativados e irradiados (660 e 780 nm) 
mostraram AM maior que os macrófagos ativados; já após cinco dias, os grupos ativados e irradiados (660 e 780 nm) 
mostraram AM semelhante aos macrófagos somente ativados. Conclusões: Esses resultados mostram que tanto o LBI 
de 660 nm como o de 780 nm são capazes de modular a ativação celular de macrófagos em situação de inflamação, 
ressaltando a importância desse recurso e da determinação de seus parâmetros dosimétricos no processo de reparo do 
músculo esquelético.

Palavras-chave: macrófagos; laser em baixa intensidade; reparo muscular; reabilitação.
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Macrófagos ativados e LBI

Introdução
A regeneração muscular após uma lesão geralmente 

segue o mesmo padrão do desenvolvimento 
embrionário do músculo em termos de expressão 
gênica, porém o microambiente em que esses dois 
processos similares ocorrem é totalmente diferente1.

Essa diferença está fundamentada na presença de 
mais de 100.000 células inflamatórias/mm3 no tecido 
muscular em regeneração1,2. Essas células estão 
ativadas e podem secretar inúmeros fatores solúveis, 
especialmente citocinas que irão afetar a viabilidade, 
a diferenciação e as atividades de transcrição das 
células musculares regenerativas1.

A resposta inflamatória inicial após a lesão 
muscular é do tipo Th1, ou seja, dominada por 
neutrófilos e macrófagos do fenótipo M1. Esses 
macrófagos produzem citocinas (TNF-α e IL-6) 
e enzimas pró-inflamatórias (ciclooxigenase 2) e 
liberam óxido nítrico (NO) que, em conjunto com as 
citocinas, pode ampliar o dano tecidual1,3-5.

Depois de 48 horas da ocorrência da lesão, o tecido 
muscular passa a apresentar macrófagos do fenótipo 
M2 que atenuam a população de macrófagos M1 por 
meio da liberação de citocinas anti-inflamatórias que 
incluem a IL-101. O número dessas células alcança 
seu pico após quatro dias e permanece elevado por 
muitos dias1.

A mudança no fenótipo dos macrófagos de M1 
para M2 é um evento chave na regeneração muscular 
e coincide com a mudança do estágio proliferativo 
para a fase de diferenciação inicial da miogênese1.

Os macrófagos M2 são ativados em particular 
pelas citocinas IL-4, IL-10 e IL-136 e expressam 
citocinas como a IL-101.

A complexidade e o antagonismo dos fenótipos 
dos macrófagos envolvidos nos quadros inflamatórios 
gerados por lesões musculares evidenciam a 
necessidade de considerar os macrófagos como 
células-alvo para as intervenções terapêuticas1.

Dentre as intervenções terapêuticas utilizadas com 
o intuito de acelerar o processo de reparo do tecido 
muscular esquelético após diferentes tipos de lesões, 
a utilização do laser em baixa intensidade (LBI) tem 
ganhado destaque7-12.

Porém, poucos estudos avaliaram o efeito da LBI 
isoladamente sobre os macrófagos e, em especial, 
sobre a atividade mitocondrial (ativação-AM) dessas 
células após a laserterapia13.

De posse desses dados, parece lícito inferir que 
ainda há muito a ser pesquisado para compreender 
os efeitos da laserterapia sobre os macrófagos 
envolvidos no processo de reparo muscular, bem 

como para encontrar os parâmetros dosimétricos 
ideais que possam modular e acelerar esse processo.

Este trabalho buscou colaborar no preenchimento 
dessa lacuna no conhecimento avaliando o efeito do 
LBI sobre a atividade mitocondrial de macrófagos 
ativados para simular um processo inflamatório 
(fenótipo M1).

Método

Cultivo celular
A linhagem de macrófagos J774 foi cultivada 

em meio de cultura de Eagle modificado por 
Dulbecco (DMEM, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 
L-glutamina 2 mM (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil). 
As culturas foram mantidas em estufa (HEPA class 
3110, Thermo Electron Corporation, Marietta, OH, 
EUA) a 37°C, numa atmosfera úmida contendo 5% 
de CO

2. O crescimento celular foi avaliado a cada 
24 horas, utilizando-se microscópio invertido de fase 
(Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA).

Simulação da inflamação
Para simular a ocorrência de um processo 

inflamatório e o sofrimento celular, os macrófagos 
foram tratados, por 24 horas, com 1 µg/mL de 
lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli (E Coli) 
O26: B6 (Sigma, St. Louis, MO) e 0,2 µg/mL de 
Interferon-γ (IFN- γ) (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 
simulando o fenótipo M1, e foram cultivados em meio 
de cultura DMEM contendo somente 5% de SFB14-17. 
As células dos grupos controle foram cultivadas da 
mesma maneira, porém sem a adição de LPS e de 
IFN-γ. Após 24 horas, as placas foram lavadas com 
solução salina tamponada por três vezes. As células 
foram descoladas (com uso de um raspador celular) 
e transferidas para tubos Falcon (Techno Plastic 
Products [TPP], Trasadingen, Suíça) de 50 mL.

Laser em baixa intensidade (LBI)
Os tubos de 50 mL contendo as suspensões 

celulares foram centrifugados (1200 rpm a 10°C 
por cinco minutos em Centrífuga Excelsa 4-280R, 
Fanem, São Paulo, SP, Brasil) e irradiados de baixo 
para cima em sua extremidade inferior, de modo que 
o feixe laser atingisse diretamente o pellet celular sem 
passar pelo meio de cultura17. As irradiações foram 
realizadas utilizando o aparelho Twin-laser (MM 
Optics, São Carlos, SP, Brasil) no modo contínuo, 
em um ambiente com obscuridade parcial para não 
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sofrer interferência da luz externa. As células do 
grupo controle sofreram a mesma manipulação, 
porém não foram irradiadas. Os parâmetros (descritos 
na Tabela 1) foram determinados de acordo com os 
estudos prévios18-20. A potência de saída do aparelho 
foi verificada utilizando um medidor de potência 
(Laser Check, MM Optics, São Carlos, SP, Brasil). 
Na Tabela 1, estão descritos os valores de saída e os 
valores efetivos considerando a passagem da luz pelo 
tubo de polipropileno que continha os precipitados 
celulares, conforme descrito anteriormente21.

Grupos experimentais

Grupo1
Controle (macrófagos não ativados e não 

irradiados); Grupo 2: macrófagos ativados com LPS 
e IFN-γ; Grupo 3: macrófagos irradiados com LBI 
de 660 nm; Grupo 4: macrófagos ativados com LPS 
e IFN-γ e irradiados com laser de 660 nm; Grupo 5- 
macrófagos irradiados com laser de 780 nm; Grupo 
6- macrófagos ativados com LPS e IFN-γ e irradiados 
com laser de 780 nm

Ensaio de atividade mitocondrial 
celular – MTT

A técnica MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-yl)-2,5-difeniltetrazólio) está fundamentada na 
análise colorimétrica da habilidade da enzima 
mitocondrial succinato desidrogenase, localizada 
em células viáveis de clivar os anéis de tetrazólio do 
MTT, formando cristais azuis escuros de formazana, 
os quais são impermeáveis às membranas celulares 
e que ficam retidos no interior das células viáveis. 
A posterior lise dessas células faz com que esses 
sais de formazana sejam liberados. Os macrófagos 
(1X103/poço) foram incubados em placas de cultura 
de fundo chato de 96 poços (TPP) em meio DMEM 
(5% de SFB) por um, três e cinco dias. Depois 
desses períodos, foi realizada lavagem com 100 µl de 
PBS, foi adicionado o MTT (0,5 µg/mL) (Thiazolyl 
Blue  –  Sigma), e as placas foram incubadas por 
três horas a 37°C em estufa de CO2. Foram então 

adicionados 100 µl de isopropanol, e foi realizada a 
leitura da absorbância a 620nm com auxílio de um 
leitor de placas (2020, Anthos, Eugendorf, Áustria).

Análise estatística
Os experimentos foram realizados de forma 

independente em triplicata, e cada amostra foi feita 
em octuplicata. Para a análise dos dados, foram 
utilizados média, desvio padrão e análise de variância 
(ANOVA) com auxílio do software “GraphPad 
InStat-3”. A significância estatística foi verificada 
pelo teste Tukey e considerada aceitável quando 
p≤0,05.

Resultados

Células ativadas (simulação de inflamação)
Após um dia de cultivo, os macrófagos ativados 

mostraram AM semelhante à dos macrófagos ativados 
e irradiados com laser de 660 nm, mas os macrófagos 
ativados e irradiados com laser de 780 nm mostraram 
AM inferior à dos macrófagos ativados (p<0,05). As 
células do grupo ativado e irradiado com laser de 
660 mostraram AM maior (p<0,05) que as do grupo 
ativado e irradiado com laser de 780 nm. Também 
observamos que os macrófagos ativados mostraram 
AM maior (p<0,001) que os do grupo controle. Esse 
comportamento se repetiu nas culturas ativadas e 
irradiadas (laser 660 e laser 780 nm) que mostraram 
AM superior (p<0,001) à das culturas somente 
irradiadas nos respectivos parâmetros de energia 
(Figura 1). Após três dias de cultivo, macrófagos 
ativados e irradiados com laser de 660 ou de 780 
nm mostraram AM superior (p<0,01 e p<0,001, 
respectivamente) à dos macrófagos ativados. As 
células do grupo ativado e irradiado com laser de 
660 mostraram AM semelhante às do grupo ativado 
e irradiado com laser de 780 nm. Além disso, os 
macrófagos ativados continuaram mostrando AM 
maior (p<0,001) que os do grupo controle (não 
ativado, não irradiado), e tal diferença ficou mais 
evidente (Figura 1).

Tabela 1. Parâmetros do laser em baixa intensidade (LBI).

Comprimento 
de onda  

(nm)

Potência de 
saída  
(mW)

Densidade 
de energia de 

saída  
(J/cm2)

Potência 
efetiva  
(mW)

Área 
cabeçote 

(cm2)

Tempo 
(s)

Área 
irradiada 

(cm2)

Densidade 
de potência 

efetiva  
(mW/cm2)

Densidade 
de energia 

efetiva  
(J/cm2)

780 70 3 53,9 0,04
1,5 
(2x)

0,196 275 0,41

660 15 7,5 11,25 0,04 20 0,196 57,4 1,15
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Após cinco dias de cultivo, os macrófagos ativados 
mostraram AM semelhante à dos macrófagos ativados 
e irradiados com laser de 660 ou de 780 nm, e 
as células do grupo ativado e irradiado com laser 
de 660 também mostraram AM semelhante às do 
grupo ativado e irradiado com laser de 780 nm. Os 
macrófagos ativados passaram a mostrar AM menor 
(p<0,01) que os do grupo controle (Figura 1). Na 
comparação entre as culturas ativadas e irradiadas 
(laser 660 e laser 780 nm) e culturas somente 
irradiadas, o comportamento observado no primeiro 
e no terceiro dia agora foi invertido, ou seja, a AM 
das células ativadas e irradiadas foi menor que a 
das culturas somente irradiadas nos respectivos 
parâmetros de energia (p<0,001).

Células não ativadas
Após um dia, não houve diferença entre a AM 

do grupo controle e a AM dos grupos irradiados. As 
células irradiadas com laser de 660 nm mostraram 
AM superior (p<0,01) às irradiadas com laser de 
780 nm (Figura  1). Após três dias, a irradiação 
com laser de 660 nm não alterou a AM das células 
quando comparadas às células não irradiadas, já a 
irradiação com laser de 780 nm causou um aumento 
na AM quando em comparação com o grupo controle 
(p<0,001). As células irradiadas com laser de 660 
nm mostraram AM inferior (p<0,05) às irradiadas 
com laser de 780 nm (Figura 1). Após cinco dias, 
as irradiações com laser de 660 nm (p<0,05) e 
principalmente com laser de 780 nm (p<0,001) 
aumentaram a AM das células quando comparadas às 
células não irradiadas. As células irradiadas com laser 
de 660 nm mostraram AM semelhante às irradiadas 
com laser de 780 nm (Figura 1).

Discussão
A modulação das diferentes fases do processo de 

reparo do músculo esquelético se dá principalmente 
pela mudança no perfil de ativação dos macrófagos, 
que tem como consequência a alteração de seu 
fenótipo e de suas funções1. Por essa razão, os 
macrófagos são considerados células-alvo para as 
intervenções terapêuticas1.

Por outro lado, na área da reabilitação das lesões 
musculares, muitos estudos têm evidenciado que 
o LBI é capaz de modular o processo de reparo 
muscular tanto em estudos experimentais como em 
estudos clínicos22-28, mas ainda não foi descrito se a 
laserterapia é capaz de alterar o estado de ativação 
dos macrófagos.

Neste estudo, avaliamos o efeito do LBI, em dois 
diferentes parâmetros, sobre a atividade mitocondrial 
de macrófagos J774 após um, três e cinco dias da 
irradiação, sendo que as células foram cultivadas 
em situação de deficiência nutricional e tratadas com 
LPS e IFN-γ para simular um processo inflamatório 
e induzir o fenótipo M1.

Nos artigos científicos que avaliaram os efeitos 
do LBI e até do LED (light emitting diode) sobre 
macrófagos ou seus precursores (monócitos), não foi 
avaliada a atividade mitocondrial, mas sim diferentes 
funções dos macrófagos irradiados13,14,18-20,29-31.

A mitocôndria exerce um efeito modulatório crucial 
na via de ativação dos macrófagos inflamatórios, o 
que gera a produção de citocinas, ou seja, a via das 
MAK quinases (MAPK, Mitogen Activated Protein 
Kinases) e do NF-κβ (fator nuclear κβ)32. Quando 
o macrófago é ativado por meio de um estímulo 
inflamatório (ex: LPS+IFNγ), essa organela amplifica 
a via MAPK aumentando a produção de citocinas e 
de outros mediadores inflamatórios33. A técnica MTT, 

Figura 1. Percentual de atividade mitocondrial (método MTT) das células dos diferentes grupos experimentais em relação às células 
do grupo controle. As letras iguais representam diferenças estatisticamente significantes (a,c,f,g,h,j,k,m,p,q,r=p<0,001; d,i,n=p<0,01; 
b,e,l,o=p<0,05).
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utilizada neste estudo, avalia a atividade mitocondrial 
e reflete diretamente o estado de ativação celular32,33.

Nos dois primeiros períodos de cultivo, houve 
aumento da AM dos macrófagos tratados com IFNγ 
e LPS quando comparados aos macrófagos não 
ativados, o que demonstra que o modelo de ativação 
utilizado foi efetivo. Já no quinto dia de cultivo, 
a situação inverteu-se, ou seja, as células ativadas 
passaram a ter AM menor que as do grupo controle, 
provavelmente porque, neste período, elas tenham 
diminuído sua ativação e/ou sua viabilidade pela 
intensa estimulação nos dias anteriores e/ou pela 
ação dos produtos secretórios por elas produzidos.

Nas células ativadas, pudemos observar uma 
diminuição na AM quando da irradiação com laser 
de 780 nm no primeiro dia de cultivo. Já no terceiro 
dia, os lasers de 660 e de 780 nm modularam 
positivamente a AM dos macrófagos, o que pode 
sugerir que houve um aumento no estado de ativação 
celular nesse período. No quinto dia, os lasers não 
modularam a atividade mitocondrial das células 
ativadas.

Nas células irradiadas não ativadas, foi observada 
uma modulação positiva do LBI de 780 nm sobre a 
AM no terceiro dia e dos dois lasers (660 e 780 nm) 
no quinto dia de cultivo.

Somente o trabalho de Young  et  al.13 avaliou 
a viabilidade e proliferação de uma linhagem de 
monócitos irradiados com laser, porém os autores 
usaram um laser pulsado de 820 nm (15 mW; 2,4 
J/cm2; 0,3 J). Após 36 horas de cultivo, os autores 
também observaram, por meio do teste azul de 
trypan, um aumento no número de células viáveis 
quando comparado ao número de células do grupo 
não irradiado. A comparação direta com nossos 
resultados é difícil, pois os parâmetros dosimétricos, 
metodológicos e o desfecho são diferentes, além 
disso, os autores usaram monócitos, enquanto nosso 
trabalho avaliou uma linhagem de macrófagos.

De fato, muitos artigos têm demonstrado que o LBI 
atua em vários tipos celulares, principalmente por 
meio da ativação da cadeia respiratória mitocondrial, 
aumentando a produção de ATP e induzindo fatores 
de transcrição34,35; desse modo, nossos resultados 
podem evidenciar que a energia entregue às células 
por meio da irradiação laser foi capaz de estimular 
esses mecanismos, aumentando a ativação nos 
macrófagos não ativados (780 nm no terceiro dia e 
660 e 780 nm no quinto dia de cultivo) e ampliando 
(660 nm após um e três dias e 780 nm após três dias) 
esses efeitos nos macrófagos ativados.

Porém, também pudemos observar a redução da 
AM nas células ativadas e irradiadas com laser de 780 
nm após um dia de cultivo. Esse resultado corrobora 

os achados de Sousa  et  al.18, que descreveram a 
diminuição da produção de TNF-α 24 horas após 
irradiação de macrófagos ativados para o perfil 
M1 com os mesmos parâmetros dosimétricos e 
metodologia por nós utilizados.

Embora os estudos in vitro nos proporcionem 
modelos padronizados de alta reprodutibilidade e 
possibilitem avaliações celulares e moleculares, 
logicamente, não podemos estabelecer uma correlação 
direta dos resultados obtidos in vitro com os desfechos 
clínicos futuros. Porém, é muito importante conhecer 
previamente o efeito do LBI e dos demais recursos 
terapêuticos sobre cada tipo celular que compõe o 
tecido muscular para podermos propor protocolos 
in vivo que modulem mais efetivamente o processo 
de reparo desse tecido.

Além disso, é fundamental conhecer as 
características ópticas dos tecidos/células a serem 
irradiados e das barreiras que a luz irá atravessar para 
atingi-los. No modelo experimental utilizado neste 
estudo, os lasers precisaram atravessar o fundo do 
tubo de ensaio para atingir os macrófagos, assim, 
parte da energia de saída foi perdida devido aos 
fenômenos de reflexão, espalhamento e absorção 
pelo polipropileno que constitui o tubo de ensaio21. 
Por essa razão, os valores de potência efetiva 
(remanescente) foram incorporados aos cálculos 
de densidade de potência e de densidade de energia 
apresentados. Esses valores foram calculados 
conforme proposto com Silva et al.21.

Para transpor os parâmetros dosimétricos para 
outro modelo experimental, deve-se conhecer o 
comportamento da luz nas diferentes barreiras que 
ela atravessará até atingir o seu alvo e ainda conhecer 
o coeficiente de absorção do tecido alvo, já que 
somente a energia absorvida é responsável pelo efeito 
terapêutico da luz.

De posse de dados experimentais tanto em nível 
celular como em ensaios com animais e humanos, 
o uso clínico de cada recurso será baseado em 
evidências científicas que o justifiquem e determinem 
e não no empirismo.

Conclusão
Os LBI de 660 nm (15 mW, 7,5 J/cm2) e de 780 

nm (70 mW, 3 J/cm2) podem modular a atividade 
mitocondrial e, portanto, o estado de ativação de 
macrófagos da linhagem J774 cultivados de maneira 
a simular a presença de um quadro  inflamatório. 
Desse modo, mais estudos se fazem necessários para 
entender os mecanismos envolvidos na modulação 
desse processo bem como para avaliar os efeitos 
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da irradiação sobre outras funções importantes dos 
macrófagos.
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