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RESUMO

A Radiofreqiiéncia (RF) é uma técnica capaz de induzir formacdo de novas fibras
coladgenas através da geracdo de energia térmica no tecido. Este estudo avaliou a resposta
tecidual do colageno, através de analise histologica de tecido tegumentar abdominal de ratos
Wistar expostos a Radiofreqiiéncia. A amostra de 40 animais foi dividida em trés grupos
experimentais A, B e C, submetidos a temperaturas de 33°C, 35°C e 41°C respectivamente; e
grupo controle, submetido a aplicacdo com o aparelho desligado, todos por tempo de dois
minutos. As amostras teciduais foram coletadas apds um més e coradas com Picrus Sirius. O

tecido foi avaliado com microscopio Optico de luz refletida polarizada com camera acoplada.
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A quantificagdo foi realizada com sistema de cruzes e contagem de pontos. A analise
histologica evidenciou aumento da porcentagem de fibras colagenas tipo | nos grupos A e B
em relacdo ao grupo controle. O resultado das analises de colageno tipo Il demonstrou
reducdo significativa da porcentagem de coladgeno do grupo A e relagdo ao controle. Conclui-
se que uma aplicacdo de RF com temperaturas de 33°C e 35°C, na pele abdominal de ratos
Wistar, apresentou aumento estatisticamente significativo na proporcéo de fibras colagenas
tipo | em relagédo ao grupo controle.
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ABSTRACT

The radiofrequency is a technique capable of inducing formation of new collagen
fibers by the generation of thermal energy in tissue. This study evaluated the response of
collagen tissue by histological analysis of abdominal cutaneous tissue of rats exposed to
radiofrequency. The sample of 40 animals was divided into three experimental groups A, B
and C, subjected to temperatures of 32°C, 35°C and 41°C respectively, and the control group,
submitted the application with the unit off, all the time by two minutes. The tissue samples
were collected after a month and stained with Picrus Sirius. The tissue was evaluated with an
optical microscope with polarized light reflected camera attached. Quantification was
performed with system crosses and count points. Histological analysis showed increased
percentage of type I collagen fibers in groups A and B in the control group. The result of the
analysis of collagen type Ill showed significant reduction in the percentage of collagen in
group A and the control. It is an application of RF with temperatures of 32°C and 35°C,
abdominal skin of rats, showed statistically significant increase in the proportion of type I

collagen fibers in the control group.
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INTRODUCAO

A Radiofrequéncia (RF) ndo ablativa € uma técnica utilizada na Fisioterapia Dermato-
Funcional para o tratamento de distdrbios dérmicos causados especialmente pelo
envelhecimento. Este é responsavel por alteracdes degenerativas na pele [1] como rugas,

hipercromia, pele seca, perda de luminosidade e ptose tissular [2].

As fibras colagenas sdo as principais e mais abundantes fibras do tecido conjuntivo denso,
constituinte da derme [1]. A coloragdo por Sirius Red, quando combinada com acentuada
birrefringéncia dessas fibras, pode ser considerada especifica para o colageno [3, 4]. Além
disso, ao microscopico de polarizacdo, apresentam diferentes cores: o colageno tipo |

apresenta cor amarela, laranja ou vermelha e o colageno tipo 111 aparece em verde [5].

A RF é capaz de estimular mudancas na conformacao do colageno e induzir a formacdo de
novas fibras através da geracdo de energia térmica, de forma segura, dentro das camadas
profundas de tecido [6,24]. A inicial desnaturacdo de colageno, dentro destes tecidos
modificados termicamente, € 0 que se pensa ser 0 mecanismo para imediata modificacdo do
tecido [7].

Devido a dificuldade de estudar a pele humana, 0 modelo experimental surge como boa opcéo
para pesquisa. Dessa maneira, o rato da linhagem Wistar por ser um animal de pequeno porte,
com maior facilidade de manipulacdo experimental, pequena morbidade e mortalidade torna-
se mais adequado para pesquisa [8].

Neste sentido, o estudo se prop6s a avaliar a resposta tecidual do coladgeno, por meio de
andlise histologica de tecido tegumentar, frente a aplicacdo de Radiofreqiiéncia na regido

abdominal de ratos Wistar.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa de carater experimental quantitativo laboratorial, realizada no

Laboratorio de Fisiologia Experimental do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da



Universidade Federal de Santa Maria apds aprovagdo do Comité de Etica e Bem Estar Animal
da mesma instituicdo (nimero do processo 23081.010331/2008-66).

A amostra foi constituida por 40 ratas Wistar, com peso aproximado de 300g, proveniente do
Biotério Central da UFSM, a qual foi mantida isolada em gaiolas plasticas apropriadas.
Receberam &gua e racdo ad libitum e foram mantidas no Biotério do Departamento de
Fisiologia da UFSM, em ciclo claro/escuro, umidade e temperatura padrdo do ambiente.

Os estudos publicados na literatura cientifica ndo especificam uma temperatura ideal utilizada
em modelo experimental animal com RF, o que tornou necessario investigar temperaturas
distintas para que a técnica pudesse ser testada em ratos Wistar. Estudo de Abraham e
Mashkevich [9] refere que o tratamento de RF com temperaturas, na epiderme, entre 20°C e
35°C estabelece alteracdo térmica condizente a temperaturas acima de 55°C na derme. Além
disso, outra pesquisa [10] mostrou que temperaturas entre 65 e 75°C na derme s&o criticas
para a desnaturacdo do colageno. Embasado nesses estudos foram testadas trés temperaturas

cuténeas externas na regido abdominal dos animais: 33°C, 35°C e 41°C.

O controle da temperatura cutanea foi realizado atraves de um termdémetro com medi¢do por
infravermelho, sem contato, sobre a pele com gel condutor a base de 4gua. As temperaturas
medidas em todos os animais, antes de iniciar o tratamento, variaram entre 27 e 28°C

considerando a temperatura do ambiente em torno de 24°C.

Os animais foram divididos ao acaso em quatro grupos sendo um grupo experimental A (GA)
submetido a RF com temperatura externa mantida em 33°C; o grupo experimental B (GB),
com temperatura mantida em 35°C; grupo experimental C (GC), com temperatura mantida em

41°C e o grupo controle (GD), submetido ao aparelho de RF desligado.

Todos os animais foram inicialmente pesados e anestesiados por meio de injecdo
intraperitoneal de solucdo composta por Cloridrato de Xilazina e Cloridrato de Quetamina
(0,1 ml da solucdo para cada 100g). Apos foi realizada tricotomia de 20cm? na regido

abdominal e dorsal de cada animal.

Para a aplicacdo da técnica utilizou-se o aparelho de RF Spectra®, com freqiéncia de

0,656MHz. A geracdo de RF por esse equipamento requer uma placa de acoplamento, a qual



foi colocada na regido dorsal das cobaias e uma manopla de tratamento colocada sobre a

regido abdominal previamente marcada e com gel neutro como base de acoplamento.

O tempo de aplicacdo foi determinado pelo tamanho da manopla e da &rea tratada [11]. Em
uma érea de 20 cm? de tratamento, foi necessario um tempo de aplicacdo de dois minutos,

mantendo-se a temperatura previamente estabelecida para cada grupo.

Neste estudo as amostras teciduais foram coletadas apds um més da aplicacéo da técnica [12,
13]. Os fragmentos de pele foram fixados em formol 10% tamponado e tratados

convenientemente para coloracdo por Picrus Sirius 1% [3].

Para avaliagdo das fibras colagenas, utilizou-se microscépio 6ptico de luz refletida e de
polarizacdo. Apos a confeccdo das laminas, foram capturados quatro campos, ao acaso, de
cada lamina. [14-16]. Estas seccOes foram digitalizadas com camera digital acoplada ao
microscopio. As imagens foram capturadas com padronizacdo de objetiva de aumento de 20
vezes [16-18], intensidade méaxima de luz do microscopio e polarizagdo em plano de 90°. As
imagens digitalizadas com tamanho de 2048 x 1536 pixels, correspondem a um campo de
0,415mm x 0,311mm, conforme calibracdo obtida pelo uso de uma escala padrdo. Em cada
campo capturado foi sobreposta uma grade de 100 pontos para quantificagdo do percentual de
area ocupado pelas fibras avermelhadas (colageno 1), esverdeadas (colageno I11) através da
contagem manual de pontos utilizando o software Image Tool [19, 20]. Para o célculo de area

total de colageno foi descontada a area de outras estruturas/fundo.

Apos a determinacdo de todos os parametros experimentais citados anteriormente, foram
calculadas as médias e desvio padrdo das médias de cada grupo. A andlise estatistica dos
dados foi realizada utilizando analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste
de Duncan quando apropriado. Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

RESULTADOS



Neste trabalho, foram verificadas as concentragfes de fibras colagenas tipo | e tipo Il na
derme de 40 ratas Wistar submetidas a técnica de RF ndo ablativa com diferentes

temperaturas e com o aparelho desligado.

Quanto a contagem histolégica das fibras colagenas tipo | (avermelhadas), observou-se que 0s
grupos GA e GB apresentaram porcentagens superiores em relagdo ao grupo GD com
p<0,001 e p<0,05, respectivamente. A comparacdo do grupo GC com o grupo GD revelou

aumento de fibras colagenas tipo I, no entanto, sem haver diferenca estatistica (p>0,05).

O resultado das analises de colageno tipo Il (esverdeado) demonstrou reducdo significativa
da porcentagem de colageno do grupo GA em relacdo ao grupo GD (p<0,01). Quando
comparados os resultados dos grupos GB e GC ao grupo GD, ndo se observou redugéo
significativa na porcentagem de fibras colagenas (p>0,05). Os valores obtidos estdo

representados na tabela abaixo:

Tabela | — Média e desvio padrdo da porcentagem de colageno tipo | e tipo Il por grupo.

GA (%) GB (%) GC (%) GD (%)

Colageno tipo | | 86,06 + 1,44 79,08 + 9,38 71,45+09,2 69,4 + 7,63

(avermelhado)

Colageno tipo 16,33+ 1,44 28 + 8,49 28,55+09,2 30,6 +£10,79

I11 (esverdeado)

DISCUSSAO

Estudos preliminares demonstraram resultados indicativos de que o procedimento de RF néo
ablativa produz alterac6es nas fibras de colageno e que estas irdo produzir alteracdes visiveis
na pele, como reducdo de rugas e flacidez cutanea [7, 12, 13, 21,24]. No entanto, nenhum

destes estudos utilizou modelo experimental animal para comprovar estes efeitos.

Por isso, utilizou-se um modelo experimental animal para avaliar os mecanismos de acao da
RF sobre o colageno. Atendendo aos objetivos propostos, verificou-se que houve diferenca

estatisticamente significativa na proporcéo de fibras colagenas tipo | nos grupos GA e GB em



relagcdo ao grupo GD. Estes resultados apontam que, para a amostra estudada, o procedimento
de radiofrequéncia ndo ablativa contribuiu para a formacéo de novas fibras colagenas tipo I,
corroborando com estudo preliminar de Fritz, Counters e Zelickson [12] que demonstra
aumento na quantidade de colageno tipo | apo6s a aplicacdo de RF, e com os achados da
bibliografia revisada, que sugerem que a aplicacdo de RF suscita em neocolagenizagéo [6-8,
12,13]. Além disso, estudo de Hantash e col. [22] concluiu que houve um aumento das fibras

colagenas tipo | e 111 apo6s 28 dias de aplicacdo de RF em pele humana.

Lehto, Sims e Bailey [23] realizaram estudo no qual induziram lesdo no musculo
gastrocnémio de ratos e observaram que, uma semana apOs a lesdo, houve aumento na
propor¢do de colageno tipo I, resultando em uma diminuigdo da propor¢do do colageno tipo
I11 /1 em relacdo ao controle. Em nosso estudo também houve aumento na proporcao de
colageno tipo | e diminuicdo de colageno tipo 111 um més apos a aplicacdo de RF. Isso pode
ser explicado pelo fato de que a aplicacdo de RF promove uma reacdo inflamatdria, pelo
aumento da temperatura tecidual, o que provoca uma neocolagenizagéo [8].

Neste estudo foi realizada uma Unica aplicagdo de RF ndo ablativa e as amostras teciduais
foram coletadas no periodo de um més apds a aplicagdo da técnica com resultados estatisticos
significativos, o que confirma os achados de Fitzpatrick e col. [7] que demonstram resultados
satisfatoriamente visiveis em humanos com uma Unica aplicacdo. Além disso, estudos referem
que resultados satisfatorios aparecem em um periodo de uma semana a quatro meses apos a
aplicacdo de RF [12,13].

Segundo os resultados encontrados utilizando a metodologia proposta, houve diferenca
significativa nas concentrac@es teciduais de colageno entre os grupos estudados. Entretanto,
mais estudos sdo necessarios para que os resultados obtidos neste trabalho possam ser

comparados, subsidiando a aplicacdo pratica da radiofreqiiéncia ndo ablativa.

CONCLUSAO

Atendendo ao objetivo proposto, conclui-se que uma unica aplicacdo de RF com temperaturas

de 33°C e 35°C na pele abdominal de ratos Wistar, extraida e visualizada através de



microscopia um més ap0ds a aplicacdo, apresentou aumento estatisticamente significativo na

proporc¢do de fibras colagenas tipo | em relagdo ao grupo controle.
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