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Resumo: A membrana corioalantside (MCA) é
formada pela fusdo do mesoderma somatico do cérion
com o0 mesoderma esplancnico do alantdide e €
comumente usada em estudos da angiogénese. Os
métodos de contagem por caixas (box-counting),
massa-raio e informacéo foram usados para mensurar
a dimensao fractal (Dy) das MCA. Ovos férteis foram
desinfeccionados e incubados a temperatura de 37,5°
C e 60% UR. Apos 24h de incubacdo, foi aberta uma
janela de 2,0 x 2,0 cm na casca do ovo para observar
0 desenvolvimento embrionario bem como da
vascularizagdo da MCA. As 96h de incubacdo, as
MCA foram digitalizadas, segmentadas semi-
automaticamente e binarizadas (imagem em preto e
branco). Os calculos das Ds das imagens binarizadas
dos vasos foram realizadas no programa Benoit™ 1.3
Fractal Analysis System. O teste ANOVA, ao nivel de
significancia de 5%, mostra que os métodos utilizados
para analise da D; das MCA diferem estatisticamente
entre si. Isto indica que dependendo do método usado
para mensurar a D; de uma mesma estrutura 0s
valores obtidos podem ser bastante diferentes.
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Introducéo

A andlise fractal tem sido bastante usada na
descricado de fendmenos e processos complexos da
natureza, tais como a ruptura de dielétricos, abertura e
fechamento de canais, processos de vascularizacao,
dentre outros. As estruturas ou processos fractais se
caracterizam pela auto-similaridade, dependéncia de
escala e dimensao fractal (Dy).

O termo fractal foi cunhado por Mandelbrot, que
reuniu, criou e popularizou uma grande colecdo de tais
objetos. Esses objetos sdo caracterizados por suas
propriedades que sdo: i) auto-similaridade, a qual
significa que partes de um objeto ou processo parecem
com o objeto ou processo todo; ii) dependéncia de
escala (scaling), que significa dizer que a medida da
grandeza depende da escala na qual foi medida; iii)
dimensao fractal, a qual prové uma descrigdao

quantitativa da auto-similaridade e dependéncia de
escala e iv) as propriedades estatisticas andmalas das
grandezas fractais ;).

A dimensdo fractal, definida como dimensdo de
auto-similaridade, descreve quantos novos pedagos
geometricamente similares ao objeto sdo observados
quando a resolucdo € aumentada. Assim, se reduzirmos
a escala por um fator F, encontramos que existem N
pedagos similares ao original, entdo a dimensdo de

auto-similaridade ¢ dada por N =F%, onde d ¢ a
dimensdo de  auto-similaridade. = Aplicando-se
logaritmo: d =logN/logF . Na Fig. 1 que
representa a curva de Koch a dimensdo de auto-
similaridade ¢ igual a d=1og 4 /log 3 =1,2619.

'\

Figura 1. A curva de Koch - construgdo de um
objeto fractal (d=1,2619);;.

A geometria fractal tem se mostrado bastante
apropriada para descrever e avaliar a complexidade de
certas estruturas [;; dentre elas, sistemas vasculares
11s16- A complexidade ¢ dada pela dimensdo fractal
(Dy). Esta dimensdo pode ser medida por varios
métodos, como dimensdo de contagem por caixas
(box-counting) [i,9;, dimensdo de massa-raio (5 €
dimensdo de informagao.

Membrana corioalantéide e sua utilizagdo como
modelo experimental

A membrana corioalantéide é formada pela fusdo
do mesoderma somatico do cdrion com o mesoderma
esplancnico do alantéide, sendo comumente usada em
estudos da angiogénese normal (45 14,15,17), COM enxerto
de células tumorais 46, para avaliar o potencial de
irritacdo de solventes ;3 e ainda com o uso de
estimulantes [19,11; € inibidores |15 da angiogénese por
ser um  Orgdo  extra-embriondrio  extenso,
vascularizado, que cresce bidimensionalmente numa
fina camada de tecido.



Analise fractal da membrana corioalantdide

Diversos autores utilizaram a dimensdo fractal
como metodologia de mensuragdo do processo de
desenvolvimento vascular na membrana
corioalantdoide. Em um estudo da evolugdo da Dy
durante o processo da angiogénese em MCA de pintos,
foi observado que no estado estacionario a dimensdo
fractal atinge valor médio de 1.7 [14. Outros trabalhos
relatam que a Dy da MCA pode apresentar diferentes
valores, levando-se em consideragdo o calibre dos
vasos, encontrando-se valores de D¢ proximos a 1.1
para os capilares,1.3 a 1.5 para os vasos de médio
calibre e para os vasos maiores, a Dy foi igual a 2.0 em
MCA de embrides de galinha 5. Utilizando o método
de contagem por caixas, foi observado que a Dy atingiu
valores proximos a 1.8 no 13° dia de incubagdo,
decrescendo discretamente apds o 16° dia de incubag@o
(4- Ja outros trabalhos relatam que Dy proximas a 1.7
podem ser atingidas no 4° dia de incubagdo em MCA
de embrides de galinha ;7.

Trabalhos utilizando MCA de embrides de
codornas japonesas relatam valores de Dy 1.37+0.01,
1.38+£0.01 ¢ 1.38+0.02, para o 7° dia de incubagdo
(011,12} Portanto, a andlise fractal parece ser um
método eficiente para parametrizar o processo de
vascularizagdio da membrana corioalantdéide em
embrides de codornas japonesas.

Este trabalho teve como objetivo parametrizar a
vascularizagdo da membrana de embrides de codorna
japonesa (Coturnix japonica) usando diferentes
métodos de calculo de dimensdo fractal, tais como
contagem por caixas, dimensdo de informacdo e
massa-raio e verificar se os valores de Dy dependem
do método utilizado.

Metodologia
Incubacé&o dos ovos

Ovos fertilizados oriundos do Nucleo de
Coturnicultura da Estagdo Experimental de Pequenos
Animais de Carpina da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (EEPAC/ UFRPE) foram incubados a
37,5°C e 60% UR em incubadora construida no
Laboratorio de Biofisica Teorico-Experimental ¢
Computacional (LABTEC). Apos 24h de incubagdo,
foram abertas janelas de aproximadamente 2,0 x 2,0
cm na por¢dao superior dos ovos, com posterior
remogdo de 1,0 mL de albume para facilitar a
visualizagdo da  vascularizagdo da membrana
corioalantoide dos embrides.

Anélise das membranas
corioalanto6ides

No 4° dia (96 h) de incubagdo as MCAs foram
fotografadas com camera digital. As imagens
digitalizadas foram segmentadas semi-
automaticamente, usando-se uma rotina computacional
desenvolvida em nosso laboratorio, onde foram usados
os programas Word e Paint da Microsoft”. A
segmentacao foi feita no Word clicando-se sobre a
imagem digitalizada, ao longo dos vasos sangiiineos e
de segmentos deles.

Apds a segmentacdo dos vasos, a imagem da MCA
foi deletada, sendo coletada apenas a informacdo dos
vasos segmentados. Para obten¢do de uma imagem
bindria com fundo em preto e os vasos segmentados
em branco foi usado o programa Paint. Este
procedimento se fez necessario devido o programa
Benoit™ 1.3 Fractal Analysis System, o qual foi
utilizado para o calculo da dimensao fractal da imagem
segmentada dos vasos, operar com a imagem nesse
formato.

imagens das

Figura 2. Processo de segmenta¢do da MCA de
codornas japonesas para obtencdo de imagem
binaria.

Calculo da Dimensao Fractal (Dy)

A dimens3o fractal (Dy) da vascularizacdo das
MCA de codornas japonesas (Coturnix japonica) (n =
12) foi calculada utilizando-se diferentes métodos, a
saber: o de contagem por caixas, o de dimensdo de
informacdo ¢ o de massa-raio, utilizando o Software
Benoit™ 1.3 Fractal Analysis System.

O método de contagem por caixas consiste em
cobrir o objeto fractal com N(r) caixas que contenham
pelo menos um ponto (pixel) do objeto. Repete-se o
procedimento com caixas de diferentes tamanhos e
traga-se um grafico duplo-log de N(r) em fungéo de r
(lados das caixas). O angulo de inclinacdo desse
grafico é a dimensdo por contagem por caixas g, que
pode ser definida formalmente, através da expressao



log N(r+e¢)—1log N(r)
d = lim :
>0 Jog(r+¢g)—1log(r)

A dimensdo de massa-raio ¢ obtida construindo-se
circulos de diferentes raios localizados no centro de
massa da regido de maior densidade do objeto fractal e
calculando-se o numero de pixels (massa) dentro de
cada um desses circulos. Para um objeto fractal, a
massa M (pixel) escala com o r (raio) dos circulos
através da seguinte expressao:

M(r)~r®,
onde M é a massa, r é o raio e D é a dimensdo de
massa-raio g).

Para obtermos o valor da dimensdo de massa-raio

linearizamos a equagao
M(r)=r°.

Aplicando o logaritmo de ambos os lados da
expressdo, obtém-se a aproximagdo de uma reta com
coeficiente angular o, onde D = a ¢ a dimensao fractal.

O programa Flatfile, desenvolvido no LABTEC em
linguagem C, permitiu o célculo das coordenadas do
centro de massa da regido de maior densidade de
pixels das imagens das MCA. A determinagdo do
centro de massa da regido de maior densidade se faz
necessario, pois o Software Benoit'™ 1.3 Fractal
Analysis System executa o calculo da dimensao de
massa-raio a partir do centro da figura e isto induz erro
na mensuracdo da Dy.

A dimensdo de informacdo ¢ uma dimensdo de
cobertura, definida pela equagao

(S(r+e¢e)—-S(r)

Log( r+e¢)-log r}

N(d)
onde S(r)z—&‘im Zmilog(mi) ¢ denominada

-7 A

Entropia de Kolmogorov. N é o niimero de caixas e
mi= MI/M, sendo MI o numero de pontos na enésima
caixa e M ¢ o numero total de pontos do objeto fractal.
Portanto, a dimensdo de informagdo atribui pesos as
caixas de tal maneira que aquelas que contém um
nimero maior de pontos do objeto pesam mais do que
as caixas com menos pontos. O célculo da dimenséo de
informagdo ¢ obtido através da inclinagdo do grafico
da entropia de Kolmogorov em fun¢do do logaritmo
dos lados das caixas usadas para cobrir o objeto
fractal.

d = lim

e—>0

Andlise estatistica

Inicialmente foi calculado o valor médio e os
desvios-padrdo da Dy das membranas corioalantdides
de embrides de codornas japonesas para os diferentes
métodos. Para testar a normalidade da distribuigdo dos
valores das Drdas membranas corioalantéides realizou-
se um teste de Shapiro-Wilks. Em seguida, realizou-se
uma analise de varidncia para verificar se havia
diferencas significativas entre as Dy obtidas para os

métodos de contagem por caixa, massa-raio e

dimensao de informagao.

Resultados e Discussao

Diferentes métodos para o calculo da Dy de
estruturas vasculares como a MCA tém sido indicados
na literatura especializada. Entre eles podem-se citar os
métodos de contagem por caixas, informagdo e massa-
raio. Neste trabalho estes métodos foram testados para
calcular a D; da vascularizagdo em MCA de ovo de
codornas japonesas (Coturnix japonica).

Os histogramas mostram que os valores para a Dy
da vascularizacdo da MCA de embrides de codornas
japonesas obtidas pelos trés métodos seguem uma
curva normal com valores de probabilidades iguais a:
63,85% para contagem por caixas (W = 0,95 e p =
0,73), 21,72% para dimensao de informagao (W = 0,91
e p=0,25) e 95,19% para massa-raio (W = 0,918, p =
0,97). (Figs. 3,4 ¢ 5).

Distribuicdo da Dimensé&o de Contagem por caixas
Teste de Shapiro-Wilks

N° de observagdes

0 124 126 128 130 132 134 136 138 140 142 144 146 148
o

Figura 3. Grafico de normalidade para dimensdo de
contagem por caixas da vascularizagdo da MCA de embrides
de codornas japonesas.

Distribuicdo da Dimenséo de Informacao
Teste de Shapiro-Wilks

Ne de observagdes

1,30 ‘1,32 1,34 1,36 1,38 1,40 1,42 1,44 1,46 1,48 1,50 1,52
o

Figura 4. Grafico de normalidade para dimensdo de
informagdo da vascularizagdo da MCA de embrides de
codornas japonesas.



Distribuicdo da Dimensé&o de Massa-raio
Teste de Shapiro-Wilks

N° de observagdes

/ o

1,2 13 ‘1,4 ‘1,5‘ ‘ 16 — i,7 1,‘8‘ ‘ ‘1,9
of

Figura 5. Grafico de normalidade para dimensdo de massa-
raio da vascularizagdo da MCA de embrides de codornas
japonesas.

A analise de varidncia e o teste de Post-hoc de
Tukey mostraram que os valores médios das Dy (Tab.
1) ao nivel de 5% de significAncia diferem
significativamente entre si (F = 12,80, p = 0, n = 12).
Isto indica que dependendo do método usado para
mensurar a Dy de uma mesma estrutura os valores
obtidos podem ser bastante diferentes.

Tabela 1: Valores médios e desvios-padrdo das dimensdes
fractais obtidos pelos métodos de contagem por caixas,
informagdo e massa-raio.

Meétodo N D¢+ SD

Contagem por caixas 12 1.38+0.04
Informacéo 12 1.42+0.04
Massa-raio 12 1.55+0.14

O valor médio da D; obtido pelo método de
contagem por caixas para a distribuicdo dos vasos nas
MCA de embrides de codornas japonesas no 4° dia de
incubacdo (1.38+0.04) esta proximo aquele citado por
Parsons-Wingerter et al. (1998; 2000a; 2000b) que
encontraram valores médios de 1.37 para a Dy de
contagem por caixas no 7° dia de incubagdo. A
diferenca existente entre os valores relatados nos
trabalhos pode ser decorrente do tempo de incubacao
dos embrides, como pelo método de segmentagdo
utilizado e ainda da area segmentada, visto que os
autores  citados realizaram  segmentagdo  das
extremidades das MCA, o que pode ter influenciado
nos valores de D; obtidos por Parsons et al. (1998;
2000a; 2000Db).

O valor médio da D; obtida pelo método de
informacgao (1.42+0.04) foi superior aquele obtido pelo
método de contagem por caixas (1.38+0.04). Isso
decorre do fato de que a dimensdo de informagado
atribui pesos as caixas de tal maneira que aquelas que
contém um numero maior de pontos pesam mais do
que as caixas com menos pontos, enquanto que no
método de contagem por caixas, as mesmas possuem o
mesmo peso, independente da quantidade de pixels
contidos dentro das caixas.

O método de massa-raio ¢ mais adequado para
caracterizacdo de objetos que mantém simetria em
relagdo a um ponto central, o que ndo é o caso das
imagens da vascularizacdo da MCA, apresentando o
inconveniente de calcular o centro de massa a partir do
centro da estrutura analisada, o que pode levar a
resultados de Dy inadequados. Para corrigir esse
problema, determinou-se as coordenadas do centro de
massa da regido de maior densidade da imagem,
tomando essa regido com centro de massa da figura
para calculo da Dy utilizando esse método. A Dymédia
da vascularizagdio da MCA de codornas obtida pelo
método de massa-raio (1.55+0.14) foi superior aos
valores de Dy obtida pelos demais métodos.

Concluséo

Dependendo do método usado para mensurar a Dy
de uma mesma estrutura os valores obtidos podem ser
bastante diferentes.
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