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INTRODUÇÃO 
O aumento do número de aparelhos elétricos e eletrônicos nos mais 

variados locais (residências, hospitais, escolas, empresas, 

laboratórios) faz com que a pessoas convivam com a poluição 

eletromagnética com variáveis níveis de potência e frequência. 

Tem sido sugerido que campos magnéticos (CMs) e campos 

eletromagnéticos (CEMs) de 50 a 60 Hz são capazes de produzirem 

diversos efeitos adversos em humanos e animais, por exemplo: 

câncer; doenças neurodegenerativas; distúrbios na reprodução; 

efeitos neuropsíquicos; alterações citogenéticas; alterações no 

sistema cardiovascular, nervoso, neuroendócrino e imunológico; 

distúrbios do crescimento e desenvolvimento; variação dos perfis 

hematológicos e bioquímicos (ANSELMO et al., 2005). Estudos 

reportam vários efeitos de CMs e CEMs no sistema vascular 

sanguíneo. A ação de CEMs de 900 MHz (valor de emissão do 

telefone celular) afeta o fluxo sanguíneo cerebral e a atividade 

neuronal em humanos (HUBER et al., 2002; WOLF et al., 2006; 

AALTO et al., 2006). CMs e CEMs podem produzir alterações na 

vasculogênese (surgimento dos primeiros vasos sanguíneos), na 

angiogênese (surgimento de vasos a partir de vasos pré-existentes), 

vasodilatação e vasoconstrição (TEPPER et al., 2004; MCKAY et al., 

2007; BEKHITE et al., 2010; COSTA et al., 2013). Segundo Delle 

Monache et al. (2008) o CEM de frequência extremamente baixa 

(CEM-FEB) pode influenciar na proliferação, migração e formação 

do tubo endotelial (etapas da angiogênese). Vários modelos que 

representam a rede vascular sanguínea demonstraram algum efeito 

promovido pela ação de CMs. Experimentos realizados por Martino 

et al. (2010) evidenciaram que o CM estático pode promover o 

aumento da proliferação de células endoteliais de veias umbilicais 

humanas (CEVUH). Em contraste, Li et al. (2007) presenciaram que 

o CM impediu o crescimento de CEVUH. Pesquisadores têm 

evidenciado que CMs podem gerar inibição da angiogênese na 

membrana corioalantóide (MCA) de embriões de galinha 

(RUGGIERO et al., 2004; WANG et al., 2009; BALANEZHAD et al., 

2010); bem como a inibição da vasculogênese e angiogênese da 

membrana do saco vitelínico (MSV) de embriões de codorna 

japonesa (COSTA et al., 2013; COSTA; NOGUEIRA, 2015). Cada 

efeito parece depender da intensidade, frequência, tempo de 

exposição ao CM, podendo também considerar quanto ao tipo de 

emissão (CM pulsátil ou estático) e a susceptibilidade da espécie. 

Diante os resultados contraditórios da ação do CM sobre a 

angiogênese e a carência de trabalhos diante a ação do CM sobre 

vasculogênese, existe a necessidade de realização de mais 

pesquisas na tentativa de entender os efeitos promovidos pela ação 

de CMs de baixa frequência sobre a rede vascular sanguínea. 

A finalidade deste trabalho é investigar possíveis efeitos 

promovidos pelo campo magnético (CM) de diferentes intensidades 

e com frequência de 60 Hz sobre a vasculogênese e angiogênese 

em membrana do saco vitelínico (MSV) de embriões de codorna 

japonesa (Coturnix japonica). Assim foi utilizada métodos de 

geometria fractal (dimensão de contagem por caixas - Dcc e 

dimensão de informação - Dinf) para avaliar a vasculogênese e a 

angiogênese da rede vascular (próximo à cabeça do embrião) da 

MSV de embriões de codorna japonesa, nas 72 horas de incubação, 

expostas e não expostas às diferentes intensidades de CM com 

frequência de 60 Hz. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 
A MSV é um anexo embrionário que serve de modelo para 

realização de estudo in vivo dos vasos sanguíneos. Os ovos 

fertilizados de codorna japonesa (Coturnix japonica) foram 

provenientes da Estação Experimental de Pequenos Animais do 

Carpina (EEPAC) da Universidade Federal Rural de Pernambuco 

(UFRPE). Os ensaios experimentais foram realizados no LABTEC 

(Laboratório de Biofísica Teórico-Experimental e Computacional) 

da UFRPE, enquanto que a análise dos dados foi efetuada no 

LACREC (Laboratório de Análise Computacional e Realidades 

Complexas) do CENAPESQ (Centro de Apoio à Pesquisa da UFRPE). 

Os ovos do grupo submetido ao CM foram incubados em uma 

chocadeira (temperatura de 37,5˚C e umidade acima de 60%) 

associada a um par de bobinas de Helmholtz ligadas, capazes de 

gerar um CM de baixa frequência (60 Hz) com diferentes 

intensidades. Já os ovos do grupo controle foram incubados em 

mesma chocadeira associada às bobinas de Helmholtz desligadas. A 

emissão do CM foi controlada pelo um temporizador que ligou e 

desligou o par de bobinas de Helmholtz nos tempos programados 

(mantendo ligado durante 2 h e desligado durante 6 h). A exposição 

ao CM foi de 2 h com intervalos de 6 h entre as aplicações, 

totalizando uma exposição diária de 6 horas conforme Costa et al. 

(2013).  

Foram utilizados 50 ovos no total, sendo 10 ovos utilizados para 

cada ensaio. Cada ensaio formou um grupo que foi submetido a um 

determinado valor de intensidade de CM, totalizando 4 grupos, ou 

seja, 4 diferentes valores de intensidades (1,13; 0,98; 0,83 e 0,16 

mT). As redes vasculares das MSVs dos embriões de codorna (ensaio 

da vasculogênese e angiogênese) foram expostas ao CM no período 

compreendido de 48 a 72 h de incubação (período de visualização 

da MSV).  

Os ovos foram limpos com clorexidina 2% e colocados na 

incubadora. No segundo dia (após 24 horas) de incubação, os ovos 
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tiveram uma área da casca secionada formando uma janela de 2,0 

cm de comprimento por 1,5 cm de largura. Foi removido um 

volume em torno de 2,5 ml de albúmen por meio de uma seringa, 

em seguida a janela foi coberta por parafilme.  

Foram capturadas as imagens da rede vascular da MSV, da região 

próxima à cabeça do embrião. Esta região, em 72 horas, tem como 

referência a apresentação de um vaso vitelínico de considerável 

calibre que se distancia do embrião passando sob a sua cabeça 

chegando à borda da MSV. O processo de ramificação deste vaso e 

ramificações vasculares que ocorrem próximas a ele permitiu que a 

vasculogênese e angiogênese que ocorre na MSV fossem avaliadas. 

Imagens da rede vascular dessa região foram fotografadas em 72 

horas. As fotografias foram realizadas com uma câmara digital Sony 

DSC-W230 12.1 megapixels acoplada a uma lupa estereoscópica 

Opton TIM 2B (aumento de 40 vezes). As imagens digitalizadas da 

rede vascular (1920x1080 pixels) foram transferidas para o 

computador para serem esqueletizadas visando à análise fractal da 

rede vascular que se forma ao longo do tempo de observação. A 

esqueletização é um processo que consiste em separar os vasos 

sanguíneos do plano de fundo nos quais os vasos estão contidos, 

considerando um diâmetro único para todos os vasos da rede. O 

procedimento de esqueletização manual dos vasos foi realizado 

pelo programa Paint (Microsoft, Redmond, WA, EUA) gerando 

imagens binarizadas para posterior análise fractal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Rede vascular da membrana do saco vitelínico, mostrando o vaso de referência 

bem no centro da imagem (A) e imagem esqueletizada da rede vascular (B).  

 

As imagens da rede vascular sanguínea esqueletizadas da MSV 

foram avaliadas pelo software Benoit 1.3 Sistema de Análise 

Fractal (Trusoft, St. Petersburg, FL, EUA) utilizando dois métodos: 

dimensão de contagem por caixas (Dcc) e a dimensão de 

informação (Dinf). Para Dcc, a imagem foi coberta por uma série 

de caixas de diferentes tamanhos (N (r)), contendo pelo menos um 

pixel da imagem. Foi formado um gráfico de duplo log de N (r) em 

função dos lados das caixas r (COSTA et al., 2013). A inclinação 

dessa relação com o sinal invertido é Dcc, que é calculada através 

da equação 1: 

 

 

 
Onde ε é uma variação infinitesimal nos tamanhos das caixas.  

Na Dinf, a imagem foi coberta por várias caixas de diferentes 

tamanhos e a contagem foi realizada com base na probabilidade de 

ocupação das caixas pelo objeto fractal. O procedimento foi 

repetido com várias grades contendo, a cada etapa, um número 

maior de caixas N(r) à medida que os lados de caixas r vão 

reduzindo seu tamanho.   Posteriormente, foi traçado um gráfico 

duplo logaritmo da entropia de Kolmogorov em função dos lados 

das caixas r. A Dinf foi obtida pela inclinação do gráfico duplo 

logaritmo da entropia de Kolmogorov (S(r)) versus r, com sinal 

invertido. A entropia de Kolmogorov S(r) é definida como segue: 

 

 

Onde N é o número de caixas, mi=Mi/M, Mi é o número de pontos na 

i-ésima caixa, M é o número total de pontos do objeto fractal e r é 

o lado das caixas (COSTA et al., 2013). 

Formalmente a Dinf é calculada pela expressão (3): 

 

 

 
Sendo ε uma variação infinitesimal nos tamanhos das caixas. 

As dimensões fractais (Dcc e Dinf) da rede vascular das MSVs de cada 

grupo foram avaliadas pelo teste de normalidade de Shapiro – Wilk. 

Este teste permitiu identificar que o grupo exposto a 0,83 mT não 

seguiu uma distribuição normal, assim sendo utilizado em seguida o 

teste de Kruskal-Wallis para comparar os grupos ao nível de 

significância de 5% (p > 0,05). Os dados foram representados por 

mediana e desvio interquartílico.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Avaliação da rede vascular foi realizada utilizando os valores da Dcc 

e Dinf. A figura 2 mostra medianas e os desvios interquartílicos dos 

valores de Dcc dos grupos expostos ao CM e grupo controle, não 

havendo alterações significativas das redes vasculares dos grupos 

submetidos ao CM (p=0,45). 

 
Figura 2. Dimensões de contagem por caixas (Dcc) das imagens esqueletizadas da rede 

vascular das membranas do saco vitelínico de embriões de codornas submetidos às 

diferentes intensidades de campo magnético (1,13; 0,98; 0,83 e 0,16 mT), o gráfico 

mostra as medianas e os desvios interquartílicos.  

 

Também foram observados que os valores de Dinf (figura 3) não 

apresentaram diferenças estatísticas significativas entre os grupos 

pelo teste de Kruskal-Wallis (p=0,56). 

 
Figura 3. Dimensões de informação (Dinf) das imagens esqueletizadas da rede vascular das 

membranas do saco vitelínico de embriões de codornas submetidos às diferentes 

intensidades de campo magnético (1,13; 0,98; 0,83 e 0,16 mT), o gráfico mostra as 

medianas e o desvios interquartílicos. 
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A geometria fractal é uma ferramenta que permite analisar 

estruturas de grande complexidade e que assim são de difícil 

mensuração. A rede vascular sanguínea é considerada uma 

estrutura fractal, devido ao processo de ramificação vascular 

apresentar autossimilaridade em diferentes escalas, ou seja, os 

vasos geram vasos de diâmetros menores, sendo este processo 

similar em escalas distintas de observação. Um objeto ou processo 

fractal possui as seguintes características: (1) autossimilaridade, o 

que significa que as partes de um objeto ou processo se 

assemelham a todo o objeto ou processo; (2) dependência de 

escala, que significa dizer que a medida da grandeza depende da 

escala na qual ela é medida; (3) dimensão fractal, que fornece 

uma descrição quantitativa da autossimilaridade e dependência de 

escala, e (4) as propriedades estatísticas anômalas dos fractais 

(MANDELBROT, 1991; BASSINGTHWAIGHT et al., 1994). Por se 

enquadrar como objeto fractal a rede vascular sanguínea pode ser 

estudada pelos métodos que mensuram a dimensão fractal. Vários 

trabalhos têm utilizado a dimensão fractal para avaliar o efeito de 

drogas no desenvolvimento da rede vascular sanguínea (MCKAY et 

al., 2008; VÝBOH et al., 2010; BORBA et al., 2017 ), no estudo da 

angiogênese tumoral (KIRCHNER et al., 1996; TAVERNA et al., 

2009), bem como para medir o comportamento da rede vascular 

em determinadas enfermidades como a retinopatia diabética 

(AVAKIAN et al., 2002; CHEUNG et al., 2009; KUNICKI et al., 2009). 

A dimensão fractal é um descritor estatístico do padrão de 

preenchimento de espaço e de densidade que serve como 

ferramenta capaz de avaliar arquitetura vascular [FAMILY et al., 

1989; PARSONS - WINGERTER et al., 2000; MANCARDI et al., 2008]. 

Os métodos utilizados para obtenção da dimensão fractal permitem 

acompanhar o desenvolvimento da rede vascular, assim podendo 

estimar a quantidade de vasos sanguíneos que preenchem a área 

em estudo. Assim os valores da dimensão fractal irão variar de 1 a 

2, quando mais próximo de dois significa que mais complexa ou 

maior é a densidade da rede vascular sanguínea (COSTA et al., 

2015). 

Nosso estudo mostrou que os valores de dimensão fractal, tanto 

para o método de contagem por caixas quanto para o método de 

dimensão de informação, dos grupos de embriões expostos às 

diferentes intensidades de CM quando comparados às dimensões 

fractais do grupo controle não foram significamente diferentes. 

Isso mostra que o CM não foi capaz de promover efeitos notáveis 

sobre a densidade vascular, que pode ser interpretada como o 

crescimento vascular (vasculogênese e angiogênese) que ocorre no 

momento de aplicação das várias intensidades (0,16; 0,83; 0,98; 

1,13 mT). A área investigada foi uma região próxima à cabeça do 

embrião, acompanhando um vaso maior (vaso de referência) que se 

origina da região umbilical e que passa sob a porção cefálica do 

embrião até alcançar a borda do saco vitelínico. Esta região é um 

local que se tentou manter padrão para o estudo, apesar de ter 

algumas poucas variações na posição do vaso de referência entre os 

embriões. A distribuição vascular do local estudado não se mostrou 

visualmente reduzido, porém devido à vascularização sanguínea ser 

um processo heterogêneo, apenas recursos adequados como 

tratamento de imagem por esqueletização e quantificação da 

complexidade do processo vascular através de algoritmos fractais 

permitem a estimação da densidade vascular deste local. A 

geometria fractal é uma ferramenta que possibilita a identificação 

de uma possível redução ou aumento da distribuição vascular da 

área estudada.                  

Trabalhos têm reportados que os CMs produzem alterações no 

calibre dos vasos; influência sobre a perfusão sanguínea; 

modulação do fluxo e pressão sanguínea, influência na 

vasculogênese e angiogênese (MCKAY et al., 2010; DELLE MONACHE 

et al., 2013; XU et al., 2013; COSTA et al., 2013). Efeitos 

inibitórios de angiogêneses na rede vascular da MCA de embriões 

de galinhas foram observados por Ruggiero et al. (2004) utilizando 

CM estático de 200 mT durante 3 horas por dia. Também Wang et 

al. (2009) observaram uma inibição da angiogênese da rede 

vascular da MCA de embriões de galinha utilizando um gradiente de 

CM estático (200-400 mT), bem como Balanezhad et al. (2010) 

aplicando CEM de 40 mT por 4 horas de exposição diária.                 

Costa et al (2013) têm observado através de dimensão fractal uma 

menor densidade da rede vascular macroscópica das MSV de 

embriões de codorna expostos durante 6 e 9 horas ao CM de 1,13 

mT com frequência de 60 Hz; enquanto períodos menores e 

maiores de exposição ao CM do que os referidos intervalos não 

tiveram diferenças estatísticas. Este efeito inibitório do CM de 1,13 

mT também foi confirmado no estudo de Costa e Nogueira (2015) 

utilizando a geometria multiractal. No entanto, os resultados deste 

recente trabalho são contraditórios ao de Costa et al (2013) e de 

Costa e Nogueira (2015)  mostrando que o CM com intensidade 1,13 

mT apresentou nenhum efeito significativo sobre a distribuição da 

rede vascular da MSV observada microscopicamente. Era esperado 

neste recente trabalho encontrar alterações na distribuição dos 

vasos menores, uma vez que houve a alteração do número de vasos 

maiores ou perceptíveis ao olho no estudo de Costa et al. (2013). 

Pode-se considerar que os métodos fractais utilizados tenham um 

limiar de sensibilidade e com isso não consigam identificar 

alterações bastante sutis, já que entre os métodos há aqueles com 

maior acurácia, por exemplo, o método fractais de contagem por 

caixa é menos robusto do que o método de dimensão de 

informação. Outro fato a refletir é que intensidades baixas 

possuem baixa probabilidade para promover alterações vasculares 

significantes na MSV, que é um modelo de ensaio similar a MCA, 

pois os estudos com MCA têm utilizado intensidades maiores como 

observados no trabalho de Ruggiero et al. (2004), Wang et al. 

(2009) e Balanezhad et al. (2010).     

Os dados obtidos no presente trabalho corroboram com os 

observados por Silva et al. (2014), onde se verificou através das 

dimensões fractais que o CM com intensidade de 1 mT e frequência 

de 60 Hz não promoveu diferenças significativas na densidade 

vascular da MSV de embriões de codornas, quando observadas 

macroscopicamente. Também Henderson et al. (2006) não 

identificaram alterações da ação do CM com frequência de 50 Hz 

sobre as células endoteliais de veias umbilicais humanas.  

 

CONCLUSÕES 
Com bases nos nossos resultados utilizando os métodos de obtenção 

das dimensões fractais (dimensão de contagem por caixa e 

dimensão de informação), não houve alteração da densidade da 

rede vascular da membrana do saco vitelínico de embriões de 

codornas japonesas (cortunix japonica) expostos durante 6 h 

diárias de campo magnético com diferentes intensidades (0,16; 

0,83; 0,98; 1,13 mT) e frequência de 60 Hz. Isso mostra que esta 

faixa de campo magnético não promoveu efeitos significantes na 

vasculogênese e angiogênese.    
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