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RESUMO 
 

Análise fractal de feridas dérmicas de coelhos tratadas com plasma rico em 
plaquetas e rosuvastatina 

 
O processo cicatricial compreende uma sequência de eventos moleculares e 
celulares que interagem para restaurar o tecido lesado. Os biomateriais como o 
plasma rico em plaquetas (PRP) têm sido muito utilizados para a promoção de 
cicatrização, pela melhor distribuição do colágeno. Além disso, estudos mostram que 
as estatinas associadas a biomateriais podem melhorar a função endotelial e 
aumentar a reepitelização. A análise da arquitetura do colágeno é fundamental 
quando se trata de cicatrização. Uma forma de avaliação utilizada para identificar 
alterações estruturais na pele é a dimensão fractal, que permite caracterizar 
estruturas irregulares em lâminas histológicas e quantificar as alterações existentes, 
de maneira mais precisa, pois se trata de uma técnica que independe do avaliador. 
Este estudo teve por objetivo verificar a viabilidade do uso da rosuvastatina (RSV) 
associada ou não ao PRP autólogo de forma seriada, para analisar as fibras 
colágenas por meio da dimensão fractal. Foram utilizadas 100 biopsias de feridas de 
pele induzidas experimentalmente de coelhos adultos, machos, tratadas ou não com 
PRP, RSV e associação, que foram acompanhadas aos 7,14 e 17 dias. Em todos os 
tratamentos houve uma diminuição da DF, verificada até o 170 dia. A DF das feridas 
que receberam diferentes tratamentos foi menor nos primeiros sete dias (P<0,05), 
mostrando que a adição da RSV ao PRP de forma seriada pode favorecer a 
reorganização das fibras no processo de cicatrização inicial. A utilização da DF para 
avaliação de colágeno mostrou-se confiável.  
 
Palavras-chave: coelhos, dimensão fractal, PRP, rosuvastatina tópica, feridas. 

  



ABSTRACT 
 

Fractal analysis of dermal wounds from rabbits treated with platelet rich 
plasma and rosuvastatin 

 
The cicatricial process comprises a sequence of events and cellular interacting to 
restore damaged tissue. Biomaterials such as platelet rich plasma (PRP) were widely 
used for a healing promotion, due to the better distribution of collagen. In addition, 
studies show that biomaterial-associated statistics can improve endothelial function 
and increase re-epithelialization. Analysis of collagen architecture is critical when it 
comes to healing. A form of evaluation used to individualize the changes in the 
history and quantify as the existing changes, more precisely, because it is a 
technique that is independent of the evaluator. This is a research program to 
evaluate the use of rosuvastatin (RSV) associated with autologous PRP in serial 
form, to analyze how the ability of expression through the fractal dimension. 100 skin 
biopsies induced experimentally by male adults, treated or not with PRP, RSV and 
association, were followed at 7,14 and 17 days. In all procedures there was a 
decrease in the DF, verified up to 170 days. The WF of the Wounds That Know the 
Departure of the Different Doses Seven Days (P <0.05), It was verified that, unlike 
PRP in a serious way, the reorganization of the fibers in the initial healing process 
can be favored. The use of DF for collagen evaluation proved to be reliable.  
 
Keywords: rabbits, fractal dimension, PRP, topical rosuvastatin,wounds. 
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Resumo 
 
O processo cicatricial compreende uma sequência de eventos moleculares e 

celulares que interagem para restaurar o tecido lesado. Os biomateriais como o 

plasma rico em plaquetas (PRP) têm sido muito utilizados para a promoção de 

cicatrização, pela melhor distribuição do colágeno. As estatinas associadas a 

biomateriais podem melhorar a função endotelial e aumentar a reepitelização. A 

análise da arquitetura do colágeno é fundamental quando se trata de cicatrização. 

Uma forma de avaliação utilizada para identificar alterações estruturais na pele é a 

dimensão fractal, que permite caracterizar estruturas irregulares em lâminas 

histológicas e quantificar as alterações existentes, de maneira mais precisa, pois se 

trata de uma técnica que independe do avaliador. Este estudo teve por objetivo 

verificar a viabilidade do uso da rosuvastatina (RSV) associada ou não ao PRP 

autólogo de forma seriada, para analisar as fibras colágenas por meio da dimensão 

fractal. Foram utilizadas 100 biopsias de feridas de pele induzidas 

experimentalmente de coelhos adultos, machos, tratadas ou não com PRP, RSV e 

associação, que foram acompanhadas aos 7,14 e 17 dias. Em todos os tratamentos 

houve uma diminuição da DF, verificada até o 170 dia. A DF das feridas que 

receberam diferentes tratamentos foi menor nos primeiros sete dias (P<0,05), 

mostrando que a adição da RSV ao PRP de forma seriada pode favorecer a 

reorganização das fibras no processo de cicatrização inicial. A utilização da DF para 

avaliação de colágeno mostrou-se confiável.  

 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chaves: Coelhos, dimensão fractal, PRP, rosuvastatina tópica, feridas. 
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Introdução  
  
A pele é a primeira barreira protetora do corpo e tem uma função muito importante 

na defesa contra corpos estranhos e agentes patogênicos. O colágeno é o principal 

elemento presente na derme, sendo que são encontrados dois tipos de colágenos, o 

tipo I e tipo III. Particularmente, na matriz dérmica o colágeno tipo I é o que mais 

predomina e o colágeno tipo III é encontrado em menor proporção. Nas feridas é o 

inverso, predominando o colágeno tipo III [1,2]. 

A cura da ferida é uma resposta natural de reparação tecidual que contém três fases 

distintas: inflamação, proliferação e maturação. Se por acaso ocorrer falha ou 

prolongamento em alguma das três fases, pode haver atraso da oclusão desta ferida 

[3]. 

A fase inflamatória é marcada pela presença de leucócitos polimorfonucleares, 

macrófagos e linfócitos, além de vários mediadores químicos. Na fase seguinte, 

proliferação, ocorre uma reconstituição epidérmica, com proliferação de fibroblastos 

na região mais superficial da ferida modulada aparentemente pelos macrófagos. Na 

maturação ou remodelação ocorre diminuição da atividade celular e do número de 

vasos sanguíneos, dura meses e é responsável pela maturação do tecido cicatricial 

[4,5].  

A cicatrização de feridas é um processo mediado principalmente por plaquetas, que 

desempenham um papel fundamental na hemostasia, consistindo em um processo 

de inflamação, reparação e remodelação do tecido lesionado [6]. 

Os biomateriais têm sido muito utilizados para a promoção de cicatrização mais 

homogênea, pela melhor distribuição do colágeno [7]. O plasma rico em plaquetas 

(PRP) é um biomaterial obtido a partir de centrifugações do sangue, rico em fatores 

de crescimento, como fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator 

transformador do crescimento beta (TGF- β),  fator de crescimento de fibroblastos 

(FGF) e outros, que levam à regeneração endotelial e epitelial, síntese de colágeno, 

ação angiogênica, analgésica e anti-inflamatória [8-10].  

Além do uso do PRP em processos cicatriciais, estudos mostram que as estatinas 

podem desempenhar múltiplos efeitos, incluindo ações antioxidantes, 

antitrombóticas, anti-inflamatórias e melhora da função endotelial [11]. Considerada 

uma nova classe de estatina, a rosuvastatina (RSV) possui efeitos hipolipemiantes, 
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porém na sua ação anti-inflamatória, induz a secreção de citocinas que modulam a 

resposta inflamatória e reduz a alta sensibilidade da proteína C reativa, 

desempenhando um efeito benéfico em reações imunológicas excessivas, 

promovendo uma resolução normal da resposta inflamatória [12]. 

A dimensão fractal (DF) é uma ferramenta digital que permite identificar alterações e 

regularidade de um objeto em diferentes escalas dimensionais [13]. Na área da 

medicina humana, a DF vem sendo utilizada em estudos com neurônios, nos 

carcinomas hepáticos e ainda caracterizar estruturas irregulares em lâminas 

histológicas de pele [14-18].  Apesar dos resultados serem mais precisos, pois é 

uma técnica que independe do avaliador, ela ainda é pouco utilizada, especialmente 

para análise do colágeno em processos cicatriciais. 

Sendo assim, este estudo teve como objetivo verificar a viabilidade do uso da RSV 

associada ou não ao PRP autólogo de forma seriada para avaliar as fibras 

colágenas por meio da dimensão fractal.  

 
Material e Métodos 
 
Animais 

Foram utilizados em 8 coelhos adultos, machos, clinicamente saudáveis, da raça 

Nova Zelândia, peso médio 3,0±1,0kg, mantidos em gaiolas individuais, com 

temperatura ambiente de 22ºC ± 20ºC e fotoperíodo (12 horas claro/escuro) 

controlados, com água e ração ad libitum. O trabalho foi aprovado pela comissão de 

Ética e Uso de Animais (protocolo número 3478) da Universidade do Oeste Paulista 

- Unoeste, Presidente Prudente, SP, Brasil (Anexo 1). 

 

Procedimento anestésico 

Os coelhos foram contidos manualmente para realização da tricotomia da região 

dorsal direita e esquerda. Em seguida, os animais foram anestesiados 

(intramuscular-IM) com uma associação de cloridrato de Xilazina a 2% (Xilazin® 2%) 

e Cloridrato de Zolazepam (Zoletil® 50) na dose de 15mg/Kg intramuscular. Feito 

isso,aplicou-se previamente 0,1 mL de anestésico local (cloridrato de lidocaína a 2% 

com vasoconstritor) no local de cada lesão.  
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Feridas cirúrgicas 

Com os animais anestesiados, a pele foi demarcada em quatro locais com auxílio de 

caneta utilizado um punch de 8mm para realização das feridas cirúrgicas. Os 

fragmentos foram retirados com auxílio de uma pinça anatômica, preservando a 

musculatura. A ferida considerada controle (lado esquerdo superior-A) foi tratada 

com solução de cloreto de sódio a 0,9%®. A lesão do lado esquerdo inferior recebeu 

o gel de RSV a 1,2% (C). A ferida do lado direito superior foi tratada com PRP 

autólogo na forma gel (B) e a ferida do lado direito inferior recebeu gel de RSV e 

PRP autólogo gel (D) (Figura 1). Em seguida foi colocado um curativo sobre as 

quatro feridas (lado direito e esquerdo/ superior e inferior) com ryon estéril e curativo 

adesivo (Band Aid).  

Após o procedimento cirúrgico, os animais receberam analgésico cloridrato de 

Tramadol, na dose de 0,5mg/Kg, IM, 2 vezes ao dia durante 3 dias consecutivos, a 

fim de minimizar o desconforto inicial. A primeira troca dos curativos foi feita 3 dias 

após a indução das feridas e este segundo curativo permaneceu por mais quatro 

dias. A partir disso, os tratamentos ocorreram a cada 4 dias, segundo protocolo 

estabelecido por Vendramin et al. [19], até completarem 16 dias de experimento. As 

biópsias foram feitas nos momentos 0,7,14 e 17 dias para posterior análise 

histológica.  

As amostras de pele foram fixadas em solução de formol tamponado a 10% por 24 

horas. Após fixação, o tecido foi incluso em blocos de parafina, obtendo-se a seguir 

4 cortes histológicos de 4 micrômetros de cada animal que foram corados com 

solução de Hematoxilina-Eosina (H/E) para aferição do colágeno.  

 

Preparo da Rosuvastatina 

Formulou-se a RSV a 1,2% na forma liquida a fim de ser incorporada ao PRP e 

posteriormente todo o material foi transformado em gel com a adição do gluconato 

de cálcio. Para o tratamento da ferida somente com gel de RSV, formulou-se a RSV 

a 1,2% na forma gel.  

 

Preparo do plasma rico em plaquetas (PRP) 

Após procedimento anestésico, colheu-se 8mL de sangue proveniente da veia 

auricular utilizando scalp 25G. O material foi transferido para dois frascos contendo o 



15 
 

anticoagulante citrato de sódio. Deste material foi retirada uma alíquota para a 

contagem automática de plaquetas (contador automático Sysmex Poch Diff 100iV- 

Roche) e depois centrifugado, inicialmente a 200G (centrífuga Excelsa Baby 206R) 

durante 10 minutos para formação de dois níveis: toda a fração correspondente ao 

plasma mais 200μL da fração vermelha foi transferida para outro tubo para nova 

centrifugação (400G por 10 minutos). 

Nesta segunda etapa formaram-se dois níveis distintos: um superior com coloração 

levemente amarelado denominado plasma pobre em plaquetas (PPP) e um inferior, 

avermelhado. Retirou-se o PPP e do restante foi realizada nova contagem de 

plaquetas, com o objetivo de verificar se houve concentração superior a seis vezes 

do inicial [19]. Após constatação da concentração plaquetária adequada, foram 

preparados dois tubos: um contendo 200µL de PRP líquido, 200µL de rosuvastatina 

líquida e 100 µL de gluconato de cálcio a 10%. O segundo tubo contendo 400 µL de 

PRP líquido e 100 µL de gluconato de cálcio a 10%, sendo que para ambos os 

frascos o volume final de PRP em gel foi de 0,5mL. 

 

Captação das imagens 

Para a captação das imagens, foi utilizado microscópio de luz de polarizada (Leica 

DM 750, Wetzlar, Germany) acoplado a uma câmera (Leica ICC 50 HD, Wetzlar, 

Germany). As imagens foram capturadas com padronização de objetiva de aumento 

de 20 vezes, intensidade máxima de luz do microscópio e polarização em plano de 

90º. 

 

Dimensão fractal  

Para análise da dimensão fractal da pele (figura 2 a 5), as lâminas tanto coradas 

com HE quanto por picrosirius e fotografadas foram binarizadas para leitura e a 

dimensão fractal estimada pelo método Box-counting, por meio do software Image J 

(Instituto Nacional de Saúde, Estados Unidos – NIH), disponível gratuitamente na 

Internet (http://rsbweb.nih. gov/ij/). O software considera o Box-counting em duas 

dimensões, permitindo a quantificação da distribuição de pixels nesse espaço, não 

considerando, portanto, a textura da imagem. A influência disso é que duas imagens 

com a mesma distribuição dos pixels, uma binarizada e outra em níveis de cinza, 

possuem a mesma dimensão fractal. 
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Desta forma a análise das lâminas histológicas fractais baseou-se na relação entre a 

resolução e a escala avaliada, e o resultado pode ser quantitativamente expresso 

como a dimensão fractal do objeto que é DF= (Log Nr / log r-1). Sendo Nr a 

quantidade de elementos iguais necessários para preencher o objeto original e r a 

escala aplicada ao objeto. Com isso, a dimensão fractal calculada com o software 

ImageJ fica sempre entre 0 e 2, não distinguindo texturas diferentes. 

 

Análise estatística 

Previamente às análises, todos os grupos foram submetidos ao teste de Shapiro-

Wilk para validação do pressuposto de normalidade dos dados, pelo qual se 

verificou que as variáveis apresentaram distribuição não-paramétrica. As feridas 

controle e as dos diferentes tratamentos foram comparados pelo teste de Kruskall-

Wallis e dentro de cada grupo, com contrastes pelo método de Student-Newman-

Keuls. Os dados foram demonstrados por média e desvio padrão. Diferenças foram 

consideradas significativas quando P <0,05. 

 
Resultados  
 
Contagem de Plaquetas 

A quantidade de plaquetas média no grupo de PRP levando em consideração os 17 

dias de tratamento foi de 128,6±28,9/mm3 e o plasma rico em plaquetas chegou a 

834,0±110,9/mm3 superando em seis vezes a concentração inicial conforme 

preconizou Vendramin et al. [19]. 

 Análise Fractal 

Os resultados da dimensão fractal do colágeno das lâminas coradas por Picrosirius 

e H/E referentes aos diferentes tratamentos estão expressos nas tabelas 1 e 2, 

respectivamente. Nas lâminas coradas com Picrosirius, houve uma diferença 

significativa após uma semana da lesão e tratamento de todas as feridas, 

principalmente quando observamos as lesões que receberam a RSV associada ao 

PRP (ferida D). A partir do 14o dia até o final do experimento, não houve alterações 

na avaliação da DF do colágeno nos diferentes tratamentos.  

Observou-se também que a associação da RSV com o PRP apresentou menor DF 

no momento 7 na avaliação de fibras colágenas. Na ferida controle (A) não houve 
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diferença significativa entre os momentos 0 e 7, diferentemente do que foi verificado 

nas lesões C e D. 
Quando se analisou as lâminas coradas com H/E, houve uma diminuição 

significativa do colágeno na ferida que recebeu somente PRP aos 14 dias (p<0,05). 

 

Discussão 
 

Nas lâminas coradas com picrosirius houve diferença significativa no processo inicial 

de cicatrização e foi observado também uma diferença significativa entre os 

momentos 0 e 7 comparando a ferida controle com a associação de RSV e PRP e 

somente PRP. Com a coloração de HE, somente houve diferença significativa no 

momento 14 com PRP. 

As plaquetas desempenham um papel central na cicatrização de feridas, pois 

liberam fatores de crescimento que, diretamente influenciam na reparação tecidual, 

além de citocinas e quimiocinas envolvidas na modulação da resposta inflamatória 

[20]. O PRP ainda está relacionado com a secreção da colagenase e estímulo à 

síntese de colágenos tipo I e III, que são sintetizados por fibroblastos, importantes 

componentes estruturais do tecido cicatricial maduro [21].  

A RSV acelerou o processo de cicatrização inicial das lesões, ou seja, a atuação da 

RSV acontece principalmente na fase inflamatória do processo de cicatrização.  

Um estudo realizado por Karadeniz et al. [22] demonstrou benefícios em lesões 

realizadas em ratos saudáveis, com a melhora de reepitelização nos grupos tratados 

com estatina. 

Türer et al. [23] analisaram o efeito da administração local da rosuvastatina em 

defeitos ósseos calvários preenchidos com enxertos autógenos em ratos, onde 

concluiram que a administração local de 1 mg de RSV aumentava a regeneração 

óssea. 

Não foi encontrado estudos sobre a avaliação da RSV com PRP no processo 

cicatricial. Em geral, há poucos estudos em relação às estatinas, sobre efeitos fora 

da sua atuação como hipolipemiante [24]. 

A diminuição inicial da DF nos primeiros 7 dias pós lesão leva a uma hipótese que 

neste período as fibras estão no inicio de sua reorganização, deixando ainda 

algumas lacunas, edemas, que ao serem analisadas por esta ferramenta digital 

acabam diminuindo o valor. Esta observação foi mais evidente nas feridas que 
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receberam a rosuvastatina, o que leva a supor que o uso do referido medicamento é 

útil na primeira semana da lesão para reorganizar as fibras colágenas e melhorar a 

qualidade da cicatriz. 

Conclui-se que o uso da RSV associada ou não ao PRP foi eficaz nos primeiros sete 

dias de lesão. Porém, mais estudos são necessários para avaliar o aumento ou não 

do colágeno com associação da RSV e PRP em feridas experimentais. 
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Tabela 1. Média e desvio-padrão da dimensão fractal do colágeno de feridas 

experimentalmente induzidas em coelhos analisadas entre os momentos e os 

tratamentos de cada ferida. Coloração Picrosirius. 

Momentos/Feridas Controle PRP RSV RSV+PRP 
M0 1,73±0,01Aa 1,73±0,01Aa 1,73±0,01Aa 1,73±0,01Aa 
M7 1,73±0,03Aa 1,70±0,03Aa 1,66±0,05Ab 1,59±0,07Bb 

M14 1,50±0,07Ab 1,45±0,04Ab 1,47±0,05Ac 1,45±0,04Ac 
M17 1,41±0,10Ab 1,44±0,07Ab 1,44±0,07Ac 1,44±0,03Ac 

Médias seguidas de letras minúsculas distintas na mesma coluna indicam diferença 

significativa (P<0,05) entre os momentos de tratamento de cada ferida. Letras 

maiúsculas distintas na mesma linha indicam diferença significativa (P<0,05) entre 

os tratamentos no mesmo momento. 
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Tabela 2. Média e desvio-padrão da dimensão fractal de feridas experimentalmente 

induzidas em coelhos analisadas entre os momentos e os tratamentos de cada 

ferida. Coloração de Hematoxilina/Eosina. 

Momentos/Feridas Controle PRP RSV RSV+PRP 
M0 1,84±0,03Aa 1,84±0,03Aa 1,84±0,03Aa 1,84±0,03Aa 
M7 1,81±0,09Aa 1,85±0,03Aa 1,66±0,05Aa 1,59±0,07Aa 

M14 1,81±0,06Aa 1,77±0,10Ab 1,47±0,05Aa 1,45±0,04Aa 
M17 1,82±0,05Aa 1,88±0,02Aa 1,44±0,07Aa 1,44±0,03Aa 

Médias seguidas de letras minúsculas distintas na mesma coluna indicam diferença 

significativa (P<0,05) entre os momentos de tratamento de cada ferida. Letras 

maiúsculas distintas na mesma linha indicam diferença significativa (P<0,05) entre 

os tratamentos no mesmo momento. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



24 
 

Legenda das Figuras 
 
 
Figura 1. Esquema de tratamento das Feridas: A-controle; B- PRP; C-RSV; D-RSV 

+ PRP. 

 
Figura 2. Microscopia e dimensão fractal da ferida controle experimentalmente 
induzida em coelhos nos momentos 0,7,14 e 17 dias. 
 
 
 
Figura 3. Microscopia e dimensão fractal da ferida experimentalmente induzida em 
coelhos tratada com PRP nos momentos 0,7,14 e 17 dias. 
 
 
 
Figura 4. Microscopia e dimensão fractal da ferida experimentalmente induzida em 
coelhos tratada com RSV nos momentos 0,7,14 e 17 dias. 
 
 
 
Figura 5. Microscopia e dimensão fractal da ferida experimentalmente induzida em 
coelhos tratada com associação de PRP e RSV nos momentos 0,7,14 e 17 dias. 
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Figura 1 
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Figura 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda:P;Picrosírius; DF/P: dimensão fractal de lâminas coradas com picrosirius; 
H/E: Hematoxilina e eosina; DF/H/E; dimensão fractal de lâminas coradas com 
hematoxilina/eosina. 
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Figura 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda:P;Picrosírius; DF/P: dimensão fractal de lâminas coradas com picrosirius; 
H/E: Hematoxilina e eosina; DF/H/E; dimensão fractal de lâminas coradas com 
hematoxilina/eosina 
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Figura 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda:P;Picrosírius; DF/P: dimensão fractal de lâminas coradas com picrosirius; 
H/E: Hematoxilina e eosina; DF/H/E; dimensão fractal de lâminas coradas com 
hematoxilina/eosina 
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Figura 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda:P;Picrosírius; DF/P: dimensão fractal de lâminas coradas com picrosirius; 
H/E: Hematoxilina e eosina; DF/H/E; dimensão fractal de lâminas coradas com 
hematoxilina/eosina 
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