UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICO-CIRURGICAS

DETERMINACAO DOS VALORES DE DIMENSAO FRACTAL E LACUNARIDADE
DE IMAGENS MICROSCOPICAS DE TERMINACOES NERVOSAS LIVRES EM
LIGAMENTOS DE JOELHO E COTOVELO

JOSE IRAN OLIVEIRA DAS CHAGAS JUNIOR

FORTALEZA
2024



JOSE IRAN OLIVEIRA DAS CHAGAS JUNIOR

DETERMINACAO DOS VALORES DE DIMENSAO FRACTAL E LACUNARIDADE
DE IMAGENS MICROSCOPICAS DE TERMINACOES NERVOSAS LIVRES EM
LIGAMENTOS DE JOELHO E COTOVELO PRODUZIDAS POR
IMUNOFLUORESCENCIA

Tese submetida a Coordenacdo do
Programa de Pés-graduacdo Stricto Sensu
em  Ciéncias Médico-Cirargicas da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial para a obtencdo do grau
de Doutor em Ciéncias Médico-Cirdrgicas.

Area de concentracdo: Metabolismo,
Fisiologia e Biologia celular no Estresse.

Orientador: Prof. Dr2 Maria Luzete Costa
Cavalcante.

Coorientador: Prof. Dr. Marcio Wilker
Soares Campelo.

FORTALEZA
2024



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacdo
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas

Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

C424u

Chagas Junior, José Iran Oliveira das.

Uso da dimenséo fractal e lacunaridade na avaliacdo da organizacdo de imagens
de terminac¢Bes nervosas livres em ligamentos de joelho e cotovelo / José Iran Oliveira
das Chagas Junior. — 2024.

57 f. :il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceard, Faculdade de Medicina, Programa
de Pés-Graduacédo em Ciéncias Médicas, Fortaleza, 2024.

Orientacdo: Prof. Dr. Maria Luzete Costa Cavalcante.

Coorientacdo: Prof. Dr. Marcio Wilker Soares

Campelo.

1. Fractais. 2. Termina¢des nervosas. 3. Ligamentos. 4. Imagem Optica. 5.
Imunofluorescéncia. I. Titulo.

CDD 610




JOSE IRAN OLIVEIRA DAS CHAGAS JUNIOR

DETERMINACAO DOS VALORES DE DIMENSAO FRACTAL E LACUNARIDADE
DE IMAGENS MICROSCOPICAS DE TERMINACOES NERVOSAS LIVRES EM
LIGAMENTOS DE JOELHO E COTOVELO PRODUZIDAS POR

Aprovada em:

IMUNOFLUORESCENCIA

Tese submetida a Coordenacdo do
Programa de Pés-graduacgdo Stricto Sensu
em  Ciéncias Médico-Cirargicas da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial para a obtencdo do grau
de Doutor em Ciéncias Médico-Cirdrgicas.

Area de concentracdo: Metabolismo,
Fisiologia e Biologia celular no Estresse.

Orientador: Prof. Dr2 Maria Luzete Costa
Cavalcante.

Coorientador: Prof. Dr. Marcio Wilker
Soares Campelo.

/ /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dra. Maria Luzete Costa Cavalcante
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dra. Conceicdo Aparecida Dornelas
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Carmelo Silveira Carneiro Leao Filho
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Diego Ariel de Lima
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA)

Prof. Dré. Lana Lacerda de Lima
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA)



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Deus, que sempre
foi o guia da minha vida e do meu destino

Aos meus Pais Iran e Ana Marta, por todo
esforco, dedicacdo e investimento na
minha vida e na realizacdo dos meus

sonhos.



AGRADECIMENTOS

A coordenacdo do Programa de P6s-Graduacédo Stricto Sensu em Ciéncias
Médico-Cirurgicas da Universidade Federal do Ceard, em nome da Professora
Doutora Maria Luzete Costa Cavalcante, minha orientadora, pela orientacéao
constante, dedicacao irrestrita, doacao pessoal e atencédo dedicada a este projeto.

Ao Professor Doutor Méarcio Wilker Soares Campelo, coorientador, pela sua
contribuicdo nesta pesquisa.

Aos professores do Programa de Pds-Graduacdo que muito contribuiram
com suas aulas.

Aos funcionarios da PoOs-Graduacdo, o0s quais sempre estiveram de
prontiddo para ajudar-me, sobretudo a Sra. Maria Luciene Vieira Oliveira, a Sra.
Magda Fontenele de Sousa e o Sr. Marcelo Igor Barbosa da Paix&o.

Ao Dr. Ricardo de Oliveira Lima, do Hospital Geral César Cals, que me
apresentou o programa de pos-graduacao e apoiou-me no processo seletivo.

A Prof2 Dra. Raquel Sampaio Floréncio, da Universidade Estadual do Ceara,
gue me auxiliou na estatistica desse estudo.

Ao Prof. Antdnio Brazil Viana Juanior, da Universidade Federal do Ceard, que
também contribuiu com a estatistica.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq)
pelo apoio financeiro.

Por fim, ndo posso deixar de agradecer aos meus amigos Camila Mendes e
Luis Henrique que sempre incentivaram-me para que eu pudesse chegar até aqui,
nesse momento muito importante da minha vida e aos meus colegas de trabalho da

Policlinica Dr. José Eloy e do Centro Universitario Terra Nordeste.



“Comece fazendo o que é
necessario, depois o0 que é
possivel, e de repente vocé
estara fazendo o impossivel”

Sao Francisco de Assis.


https://www.pensador.com/autor/sao_francisco_de_assis/

RESUMO

DETERMINACAO DOS VALORES DE DIMENSAO FRACTAL E LACUNARIDADE
DE IMAGENS MICROSCOPICAS DE TERMINAQOES NERVOSAS LIVRES EM
LIGAMENTOS DE JOELHO E COTOVELO PRODUZIDAS POR
IMUNOFLUORESCENCIA. JOSE IRAN OLIVEIRA DAS CHAGAS JUNIOR. TESE
(DOUTORADO). Programa de Pds-Graduacédo Stricto Sensu em Ciéncias Médico-
Cirargicas, Universidade Federal do Ceara. Orientadora: Prof2. Dr2 Maria Luzete
Costa Cavalcante. Coorientador: Prof. Dr. Marcio Wilker Soares Campelo.

A dimensao fractal (DF) é uma area matematica que estuda objetos que apresentam
padrbes repetidos em vérias escalas, conhecidos como fractais. J& a lacunaridade
(LAC) permite identitificar a quantidade, complexidade e a organizacédo espacial de
uma particula e ajuda a caracterizar sua organizagdo e sua densidade. Esta
pesquisa tem como objetivo avaliar a organizacdo de imagens de terminacfes
nervosas livres em ligamentos de joelho e cotovelo através da dimenséo fractal e
lacunaridade. Trata-se de um estudo descritivo, desenvolvido na Universidade
Federal do Ceara, onde foram analisadas imagens digitais de secc¢des histoldgicas
por imunofluorescéncia, provenientes de pecas cadavéricas de joelho e cotovelo
coletadas em um estudo prévio por Alencar Neto, 2022; Lima, 2019; Costa, 2024. O
estudo atendeu as normas da resolucéo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.
A amostra foi composta de 3 grupos: A - ligamento meniscotibial do joelho (LMT), B -
ligamento anterolateral do joelho (LAL) e C - ligamento colateral lateral do cotovelo
(LCL). Dentre esses 3 grupos estudados, os grupos A (LMT) e C (LCL), tiveram a
dimenséo fractal maior, o que sugere um nivel de desorganizagcdo maior, inverso ao
encontrado no grupo B, que apresentou dimenséo fractal menor o que sugere um
nivel de organizacdo maior. Na LAC, entre grupos estudados, o grupo B (LAL)
obteve uma lacunaridade maior, o que sugere uma densidade menor. A andlise da
correlagdo da DF com a LAC o grupo A (LMT) apresentou uma correlacdo positiva
moderada; o grupo B (LAL) apresentou uma correlacdo negativa moderada, e o
grupo C (LCL) uma correlacdo positiva fraca. Avancos em tecnologias, como
microscopia avancada e técnicas de imagem associadas a analise fractal e
lacunaridade, estdo expandindo nosso entendimento sobre termina¢des nervosas.
Estas ferramentas tém potencial para aplicacdes em neurociéncia clinica e
regeneracdo nervosa, oferecendo possibilidade de tratamentos e condutas
inovadoras. Todavia, faltam estudos que empreguem esta técnica, fato este que
motivou a realizacao deste trabalho.

Palavras-Chave: 1. Fractais. 2. Termina¢cdes Nervosas. 3. Ligamentos. 4. Imagem
optica. 5. Imunofluorescéncia.



ABSTRACT

USE OF FRACTAL DIMENSION AND LACUNARITY IN THE EVALUATION OF
THE ORGANIZATION OF IMAGES OF FREE NERVE ENDINGS IN KNEE AND
ELBOW LIGAMENTS. JOSE IRAN OLIVEIRA DAS CHAGAS JUNIOR. THESIS
(DOCTORATE). Stricto Sensu Postgraduate Program in Medical-Surgical Sciences,
Federal University of Ceara. Advisor: Prof. Dr. Maria Luzete Costa Cavalcante. Co-
advisor: Prof. Dr. Méarcio Wilker Soares Campelo.

Fractal dimension (DF) is a mathematical area that studies objects that present
repeated patterns at various scales, known as fractals. Lacunarity (LAC) allows
identifying the quantity, complexity, and spatial organization of a particle and helps to
characterize its organization and density. This research aims to evaluate the
organization of images of free nerve endings in knee and elbow ligaments through
the fractal dimension and lacunarity. This is a descriptive study, developed at the
Federal University of Ceara, where digital images of histological sections by
immunofluorescence were analyzed, from cadaveric knee and elbow pieces collected
in a previous study by Alencar Neto, 2022; Lima, 2019; Costa, 2024. The study met
the standards of resolution 466/2012 of the National Health Council. The sample was
composed of 3 groups: A - meniscotibial ligament of the knee (LMT), B - anterolateral
ligament of the knee (ALL), and C - lateral collateral ligament of the elbow (LCL).
Among the three groups studied, groups A (LMT) and C (LCL) had the largest fractal
dimension, which suggests a higher level of disorganization, the opposite of what
was found in group B, which had a smaller fractal dimension, suggesting a higher
level of organization. In LAC, among the groups studied, group B (LAL) had a larger
lacunarity, which suggests a lower density. The analysis of the correlation of DF with
LAC showed that group A (LMT) presented a moderate positive correlation; group B
(LAL) presented a moderate negative correlation, and group C (LCL) a weak positive
correlation. Advances in technologies, such as advanced microscopy and imaging
techniques associated with fractal analysis and lacunarity, are expanding our
understanding of nerve endings. These tools have potential for applications in clinical
neuroscience and nerve regeneration, offering the possibility of innovative treatments
and approaches. However, there is a lack of studies that employ this technique,
which is what motivated this work.

Keywords: 1. Fractals. 2. Nerve endings. 3. Ligaments. 4. Optical imaging. 5.
Immunofluorescence.
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1 INTRODUCAO

1.1 Andélise fractal.

1.1.1 O que é a analise fractal

A andlise fractal € uma area da matemética que estuda objetos que
apresentam padrdes repetidos em varias escalas, conhecidos como fractais. Esses
objetos sdo caracterizados por sua complexidade infinita e autossimilaridade. A
geometria fractal tem diversas aplicagbes em campos cientificos, desde a fisica e
biologia até a geologia e medicina, devido ao seu poder de descrever formas
naturais complexas que ndo se adequam a geometria euclidiana tradicional
(Mandelbrot, 1982).

Os métodos de andlise quantitativa baseados na Geometria Fractal,
descritos por Benoit Mandelbrot, nos anos 1970, tém suplementado os métodos
quantitativos padrdo, baseados na Geometria Euclidiana, descrita ha mais de 2400
anos por Euclides de Alexandria (Rosario, 2023).

A dimensao fractal permite a descricdo e a mensuracdo da semelhanca de
um determinado objeto com ele mesmo. Isso significa que, ao ampliar uma parte de
uma forma fractal, pode-se encontrar uma estrutura semelhante a forma inteira. Essa
propriedade é essencial para descrever muitos fenbmenos naturais que ndo seguem
formas regulares ou simétricas. Quanto mais elevados os valores da Dimenséo
Fractal (DF), maior sera a complexidade da estrutura analisada. A grande vantagem
desse método é fornecer uma medida Unica para quantificar uma estrutura complexa
(Backes; Bruno, 2005).

Na biologia e medicina, a andlise fractal € usada para estudar estruturas
biolégicas complexas, como os padrdes de ramificacdo dos vasos sanguineos, a
arquitetura do tecido cerebral e a organizacdo dos pulmdes. Esse tipo de analise
pode fornecer insights sobre a salde e a funcéo dessas estruturas, além de auxiliar
no diagnostico de doencas (Mandelbrot, 1982; Cross, 1997).

A DF, tem mostrado-se um método bastante Gtil também em outras areas,
como por exemplo o estudo de Timbo (2008), que diagnosticou células tumorais

através de dimensdes fractais, utilizando um algoritmo para diferenciacao
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guantitativa e estatistica de uma amostra de células afetadas por uma determinada
patologia e uma amostra de células sadias.

Uma revisdo sistematica sobre a DF em imagens cerebrais, identificaram
diversas publicagbes, envolvendo classes de neuropatologias, sendo elas:
degenerativas, neoplasicas, psiquiatricas, infecciosas, funcionais, congénitas e
vasculares. Os autores ressaltam que a medida da DF em imagens cerebrais pode
aumentar ou diminuir em comparagdo com os valores normais quando se avalia e
diferencia tumores cerebrais ou quando se diagnostica doencgas neuroldgicas e
psiquiatricas (De Moraes Filho; Cassia-Moura, 2015).

Ha contribuicdo também no campo da Cardiologia, onde Moreira et al. (2011)
avalia a dimenséo fractal para quantificar o grau de rejei¢céo celular miocardica pés-
transplante cardiaco. O mesmo evidenciou que o0s valores mais altos foram
diretamente correlacionados com os graus de rejeicdo maiores. Isso pode ajudar na
tomada de decisdo sobre casos suspeitos e na intensificacdo da medicacéo
imunossupressora.

Kido et al. (1995), examinaram a dimenséo fractal de anormalidades
intersticiais pulmonares baseadas em radiografias de térax usando o método Box-
counting. Foram examinadas cem regifes de interesse de radiografias de quarenta
pacientes com anormalidades intersticiais pulmonares e cem pacientes com pulmdes
normais. Os casos de doenca intersticial tiveram dimensdes fractais
significativamente maiores do que os pulmdes normais (1,67 £ 0,10 versus 1,44 +
0,12, respectivamente; P<0,001).

Outro estudo realizou a avaliacdo do padrédo vascular normal e anormal na
retina humana usando a analise fractal quantitativa baseada em regides da retina,
onde obteve como achado que a DF foi mais significativa na regido macular normal
do que na regido macular com retinopatia diabética (p = 0,008 e p = 0,019,
respectivamente), (Avakian et al., 2009).

Corréa (2021), estruturou uma sequéncia metodoldgica para estruturar um
protocolo de verificagdo da DF através de exames de imagem em pacientes com
paralisia cerebral, tendo como finalidade complementar a situacéo bucal. Conclui-se
que a DF é uma ferramenta util para tal situacdo e que pode beneficiar tanto
pacientes com paralisia cerebral quanto outros tipos de Pacientes com

Necessidades Especiais (PNESs), sendo auxiliar ao diagnaostico.
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A DF também foi utilizada para caracterizar ceélulas tricoleucémicas
comparadas aos linfocitos normais e detectou que a DF dos linfécitos normais
variaram de 1.0322 a 1.1378 (mediana de 1.1189 * 0.1056), enquanto para as
células tricoleucémicas variaram de 1.1011 a 1.2766 (mediana de 1.1675 + 0.1755),
havendo uma grande diferenca entre os grupos dos linfécitos normais e o grupo das
células tricoleucémicas, e os autores afirmam que o método € de grande relevancia,

servindo como técnica auxiliar ou complementar ao diagnéstico (Rocha et. al., 2022).

1.1.2 Perspectivas futuras e potenciais aplicacdes clinicas

Para quantificar a fractalidade em imagens de ligamentos, sédo utilizadas
técnicas avancadas de processamento de imagem e algoritmos computacionais.
Avancos em software e hardware tém melhorado a precisdo e a aplicabilidade
dessas analises em contextos biolégicos (Katz, 1988).

A andlise fractal tem o potencial de tornar-se um biomarcador valioso no
diagndstico e prognostico de doencas ligamentares. Desenvolvimentos emergentes
nesta area prometem melhorar a precisdo dos diagndsticos e oferecer novas
estratégias para a pesquisa com ligamentos (West, 2010).

Ao aplicar a analise fractal em ligamentos, € necessario considerar aspectos
criticos, como a escolha dos parametros adequados e a interpretacdo dos dados.
Existem limitagBes técnicas e ambiguidades na interpretacdo de dados fractais, que

exigem cautela e experiéncia (Falconer, 2003).

1.1.3 Geometria fractal e os ligamentos

A analise fractal também pode revelar padrdes e irregularidades na estrutura
dos ligamentos. Técnicas de analise fractal sdo usadas para investigar a
organizacdo das fibras colagenas e a complexidade estrutural dos ligamentos,
oferecendo insights sobre suas propriedades mecéanicas e funcionais (Cross, 1997).

Pode auxiliar no diagnéstico precoce de alterag6es nos ligamentos, sendo
atil na avaliacéo de lesdes ligamentares e na personalizacdo do tratamento. O uso
de fractais para prever a integridade dos ligamentos e planejar intervencdes
terapéuticas esta em crescimento e apresenta perspectivas promissoras (Goldberger
et al., 2002).
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Estudos especificos demonstraram o uso da analise fractal para investigar
ligamentos em diferentes condi¢cdes e populacdes, mostrando como esse método
pode oferecer informacBes valiosas sobre a saude articular e estratégias de
reabilitacédo (Lieberman, 2011).

1.2 Lacunaridade

1.2.1 Lacunaridade em ligamentos

Nos ligamentos, a lacunaridade permite identificar a quantidade,
complexidade e organizacdo espacial das fibras colagenas e de outros
componentes, ajudando a caracterizar a microestrutura, revelando como as fibras
colagenas estdo organizadas, a densidade de fibras e a presenca de areas mais
densas ou menos densas dentro do tecido ligamentar (Rieger, 1996).

A lacunaridade dos ligamentos deve ser calculada a partir de imagens
microscoépicas, utilizando técnicas de processamento de imagens com andlise
computacional. Esse método envolve a quantificacdo da distribuicdo espacial das
fibras colagenas e outras estruturas fibrosas, oferecendo uma visdo detalhada da
estrutura ligamentar (Stanley; Miyashita, 2003).

O aprofundamento do entendimento da lacunaridade nos ligamentos deve
levar ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e a melhores
diagnésticos na area. Por fim, essa abordagem pode ajudar na avaliacdo da eficacia
de intervencdes terapéuticas e na monitorizacdo da recuperacdo de lesbes

ligamentares (Komi, 2003).

1.3 TerminagcBes Nervosas

As terminacdes nervosas estdo localizadas em diversas partes do corpo,
incluindo areas subcutaneas, tecidos conjuntivos, 0Orgaos viscerais, musculos
esqueléticos e lisos. Sua distribuicdo é especifica para cada regido do corpo,
adaptando-se as necessidades funcionais de cada area (Guyton; Hall, 2011).

Séo classificadas em dois grupos principais: terminacées motoras e

receptores sensoriais.
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Terminacdes motoras incluem as juncbes neuromusculares, responsaveis
pela inervacdo dos musculos esqueléticos, e terminacdes em musculos lisos e
cardiacos, que regulam a contracao involuntéria (Bear et al., 2016).

Receptores sensoriais incluem receptores sinestésicos (toque, pressao, dor
e temperatura), visuais, auditivos, gustativos e olfativos, que séo responsaveis por
detectar estimulos do ambiente e transmiti-los ao sistema nervoso central para

processamento (Purves et al., 2012).

Podemos classificar os receptores sensoriais em:

- Termorreceptores: respondem a variacbes de temperatura, permitindo a
percepcéo de calor e frio. Esses receptores sdo fundamentais para a regulacdo da
temperatura (Guyton; Hall, 2011).

- Nociceptores: detectam estimulos potencialmente prejudiciais, como dor,
protegendo o organismo de danos (Julius; Basbaum, 2001).

- Quimiorreceptores: responsaveis pela deteccdo de substancias quimicas,
como no paladar e olfato, desempenhando papéis cruciais na alimentacdo e na
deteccao de perigos ambientais (Buck; Axel, 1991).

- Fotorreceptores: sdo 0s receptores sensoriais responsaveis pela visao.
Eles sdo compostos por células que captam a luz que chega a retina e enviam um
impulso nervoso para o cérebro, permitindo o reconhecimento de imagens (Neto;
Orrith, 2017).

- Mecanorreceptores: detectam estimulos mecanicos, como toque, pressao e
vibracdo. Sao essenciais para a percepcao tatil e proprioceptiva (Johnson, 2001).

Freeman e Wyke (1967), em um estudo do tecido periarticular do joelho de
gatos, realizaram a seguinte classificagao das terminagcfes nervosas:

- Tipo 1. possuem morfologia globulares ou corpusculo ovéide, localizacéo
nas capsulas fibrosas, diametro das fibras entre 5-8 um (pouco mielinizadas), funcao
principal de mecanorreceptor (baixo limiar,adapatacéo lenta) e sdo conhecidos como
Ruffini, terminacdo de GolgiMazzoni ou Meissner;

- Tipo 2: possuem morfologia cilindricas ou corpusculos cénicos, localizacao
nas capsulas fibrosas, diametro das fibras entre 8-12 pm (intermediariamente
mielinizadas), funcdo principal de mecanorreceptor (baixo 35 limiar,adaptagéo
rapida) e sdo conhecidos como Paccini, corpos de Golgi-Mazzoni ou Meissner;
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- Tipo 3: possuem morfologia fusiformes, localizacdo nos ligamentos e
tendbes, diametro das fibras entre 13-17 pum (muito mielinizadas), funcéo principal
de mecanorreceptor (alto limiar,adapatagcdo muito lenta) e sdo conhecidos como
terminag@es de Golgi e corpusculo de Golgi-Mazzoni;

- Tipo 4: possuem morfologia de terminacdes nervosas livres né&o
mielinizadas, localizacdo variadas, diametro das fibras menores que dois
micrdmetros (ndo mielinizadas), funcdo principal de receptores algicos e séo
conhecidos como terminagdes nervosas livres.

As terminacdes nervosas integram informacfes sensoriais que contribuem
para a consciéncia e resposta motora, sendo essenciais para o equilibrio e a
coordenacdo motora. Esse processamento permite a interacdo eficaz com o
ambiente (Purves et al., 2012).

A transducdo converte estimulos fisicos ou quimicos em sinais elétricos
chamados de sinais nervosos, que sao transmitidos como potenciais de acdo ao
longo de fibras nervosas. Essa conducdo rapida e precisa é essencial para a
comunicacéo eficaz no sistema nervoso (Kandel et al., 2013).

Os receptores sensoriais exibem adaptacdo rapida ou lenta, ajustando sua
sensibilidade a estimulos continuos. A modulacdo da sensibilidade € feita por meio
de mecanismos neurais centrais e periféricos, permitindo a adaptacdo a diferentes
condi¢cbes ambientais (Costanzo, 2014).

Lesdes nervosas periféricas podem comprometer a funcao sensorial e motora,
levando a disturbios como neuropatias e sindromes dolorosas. Essas condicdes
impactam significativamente a qualidade de vida (Dyck; Thomas, 2005).

As terminacgdes nervosas livres sao pequenas ramificacdes de algumas fibras
mielinizadas ou amielinizadas finas que nao estdo encapsuladas. Elas estdo
presentes em quase todos os tecidos do corpo, incluindo a pele. As transducdes
mecanoelétrica, quimioelétrica e termoelétrica sdo suas principais funcdes. S&o
adaptadas de maneira lenta e transmitem informagdes como propriocepcao, dor,
sensibilidade a temperatura e tato grosseiro (Reece, 2006).

Esse tipo de terminacdo nervosa € o mais comum. Elas estdo localizadas
perto de vasos sanguineos, entre as camadas epiteliais da pele, na cornea, no trato
digestivo e nos tecidos conjuntivos. Também séo encontradas nas articulagdes,
entre as camadas fibrosa e sinovial, e dentro da prépria camada fibrosa. Podem ser

mielinizadas ou nao mielinizadas, mas as células de Schwann geralmente as
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embainham parcialmente. As terminacdes ramificadas das fibras constituem as

terminacdes nervosas livres, que sdo ligeiramente espessadas (Costa, 2024).

1.4 Ligamentos

1.4.1 Definicéo e funcdo dos ligamentos

Os ligamentos sao faixas de tecido conjuntivo fibroso que conectam 0Ss0S
nas articulacdes, fornecendo estabilidade e limitando movimentos excessivos. Eles
sdo essenciais para a integridade estrutural e a funcdo das articulagcdes (Moore;
Dalley; Agur, 2018).

S&o fundamentais para estabilizar a articulagdo e atuam como restritores
passivos que previnem deslocamentos excessivos. Eles trabalham em conjunto com
0S musculos e tenddes para manter o alinhamento correto dos 0ssos durante o

movimento (Solomonow, 2006).

1.4.2 Estrutura dos ligamentos

Tais estruturas sdo compostas principalmente por fibras de colageno, que
conferem resisténcia a tracdo, e elastina, que proporciona elasticidade. A matriz
extracelular também contém fibroblastos, responsaveis pela manutencao e reparo do
tecido. Essa estrutura confere aos ligamentos a capacidade de suportar cargas e

movimentos sem lesdes (Kjaer, 2004).

Eles podem ser divididos em:
. Ligamentos intrinsecos: localizados dentro da capsula articular, ajudam a
estabilizar a articulagdo internamente, como os ligamentos colaterais do joelho
(Moore; Dalley; Agur, 2018).
. Ligamentos extrinsecos: situados fora da céapsula articular, como o0s
ligamentos cruzados anterior e posterior do joelho, sdo cruciais para controlar o

movimento articular e resistir a forgas externas (Griffin et al., 2006).
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1.4.3 LesOes ligamentares e as tecnologias emergentes no tratamento

LesOes ligamentares, como entorses e rupturas, sGo comuns em atividades
fisico-esportivas, resultando em dor e instabilidade articular. O aquecimento e o
alongamento adequados sao importantes na prevencao de lesfes, pois preparam 0s
tecidos para o estresse fisico (Woods et al.,, 2007). A terapia regenerativa tem
avancado com o uso de células-tronco e engenharia de tecidos. Esses métodos
estdo sendo explorados para melhorar o tratamento de lesbGes ligamentares,
acelerando a cicatrizacdo e melhorando os resultados funcionais (Murphy; Atala,
2014).

Pesquisas recentes tém concentrado-se na regeneracdo de ligamentos
usando biomateriais e engenharia de tecidos. Scaffolds biocompativeis tém
mostrado potencial para promover a regeneracao tecidual e a recuperacao funcional

apos lesodes.

1.4.4 Biomecéanica dos ligamentos

Os ligamentos desempenham um papel critico na estabilidade articular e no
suporte biomecanico, respondendo as forcas de tracdo e compressao durante o
movimento e atividades fisicas (Dyck; Thomas et al., 1995). As propriedades
mecanicas dos ligamentos, como elasticidade e resisténcia a tracdo, sao essenciais
para sua funcdo, permitindo que suportem cargas sem lesionar-se (Petrie et al.,
1997). Os ligamentos adaptam-se ao estresse mecanico através de processos de
remodelacdo, sendo que a atividade fisica regular pode fortalecé-los, enquanto a
inatividade pode enfraquecé-los (Kjaer, 2004).

1.4.5 Regulacao neurovascular dos ligamentos

Os ligamentos s&o inervados e vascularizados, com nervos sensoriais
desempenhando um papel crucial na detecgéo de tensdo e na regulacédo da fungao
articular (Benjamin et al., 2002). Além de contribuir para a estabilidade, eles auxiliam
na propriocepcado e na coordenacdo neuromuscular, ajudando na percepcao do
posicionamento articular (Provins, 1958). Apés lesdes, os ligamentos passam por

reagOes inflamatorias e reparadoras que podem impactar a fungéo articular. Lesdes
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cronicas podem levar a instabilidade e disfuncdo (Woods et al., 2007).
Fisiologicamente, os ligamentos variam entre diferentes articulacdes, como joelho,
ombro e tornozelo. A fungdo dessas estruturas pode ser influenciada por fatores
como idade, sexo e nivel de atividade fisica (Thompson et al., 2015).

1.5 Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia € uma técnica importante utilizada em biologia celular
e molecular para detectar a presenca e localizacdo de proteinas especificas em
amostras biologicas, como células, tecidos ou outros materiais bioldgicos. Ela
baseia-se na capacidade dos anticorpos (também chamados de imunoglobulinas) de
ligarem-se especificamente a esses antigenos (Naoum, 2012).

A técnica utiliza anticorpos especificos que foram previamente conjugados a
fluoréforos, moléculas que emitem luz fluorescente quando excitadas por uma
determinada faixa de comprimento de onda de luz, geralmente luz ultravioleta (UV)
ou luz azul.

Quando um anticorpo marcado por fluorescéncia liga-se ao antigeno de
interesse em uma amostra biologica, a fluorescéncia emitida pode ser detectada e
visualizada com o uso de um microscéopio de fluorescéncia (Da Silva; Cutolo;
Langoni, 2002).

Quando as moléculas sao expostas a uma fonte de luz, os anticorpos sao
marcados por moléculas que se excitam. A cor emitida pode ser amarela ou
esverdeada, no caso do uso de acetato de fluoresceina, ou vermelha, quando se usa
rodamina. A técnica pode ser classificada como direta ou indireta (Milani et al.,
2023).

Muitos antigenos virais podem ser encontrados por meio da
imunofluorescéncia direta (IF). Um conjugado especifico é adicionado as células
infectadas por virus, fixadas em um microscopio na IF direta (IFD). Se o anticorpo for
especifico para o antigeno, a formacdo do complexo pode ser visualizada com um
microscopio de fluorescéncia. N&o ha formacdo de imunocomplexos ou
fluorescéncia se o conjugado nao for especifico para o antigeno.

A imunofluorescéncia indireta (IFI) é usada para detectar anticorpos ou
antigenos. O exame é conduzido em duas fases. Na primeira fase, anticorpos nao

marcados sao adicionados as células infectadas, fixadas em uma lamina de
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microscopio. Apds a incubacdo, as laminas sédo lavadas para remover anticorpos
nao ligados (Aoki et al., 2010).

Segundo Alves (2018), para realizar a imunofluorescéncia, € necessario
seguir 0s seguintes passos basicos:

3. Incubacdo com anticorpos primarios: Anticorpos primarios, especificos
para o antigeno de interesse, sdo adicionados a amostra e incubados, permitindo
que se liguem aos antigenos presentes.

4. Lavagem: A amostra é lavada para remover anticorpos nado ligados e
outros reagentes.

5. Incubacdo com anticorpos secundarios: Anticorpos secundarios,
conjugados a fluoroforos, sdo adicionados & amostra e incubados. Esses anticorpos
secundarios reconhecem os anticorpos primarios, amplificando o sinal fluorescente.

6. Lavagem final: A amostra € novamente lavada para remover anticorpos
secundarios nao ligados e outros reagentes.

7. Montagem e andlise: A amostra é montada em um meio adequado para
microscopia e, entdo, analisada usando um microscopio de fluorescéncia. A
presenca e a localizacdo dos antigenos de interesse sdo determinadas pela
observacéo da fluorescéncia emitida.

A imunofluorescéncia tem sido amplamente utilizada em pesquisa biomédica
e diagnéstico clinico para estudar a distribuicdo de proteinas, células e outras
estruturas biol6gicas em amostras complexas, fornecendo insights valiosos sobre a
funcdo celular, a fisiopatologia de doencas e a eficacia de tratamentos (Moreira,
2002).

A imunofluorescéncia é uma técnica bastante utilizada para a visualizacéo
de proteinas e antigenos, estudo de expressao génica, identificacdo de
biomarcadores, estudos de interacdo proteina-proteina, analise de estruturas
subcelulares, estudo de doencas, além de pesquisas em biologia do
desenvolvimento, toxicologia e farmacologia (Barbosa, 2010).

Apesar de ser uma técnica amplamente utilizada, apresenta alguns desafios
e limitacdes que precisam ser considerados ao interpretar os resultados, como a
especificidade dos anticorpos. A escolha de anticorpos altamente seletivos é
fundamental para garantir resultados confiaveis na imunofluorescéncia. Contudo,

nem todos os anticorpos sdo igualmente especificos, o que pode levar a detecgao
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cruzada de proteinas ndo-alvo ou a falta de deteccdo da proteina de interesse
(Luciano et al., 2009).

Esta técnica apresenta como limitagdo o seu alto custo e o fato de exigir do
leitor uma habilidade técnica especifica para realizar a leitura das imagens
microscopicas, pois ndo apresentam uma padronizacdo (Porth; Branco; De Freitas
Milarch, 2024).

Vale destacar também que alguns tipos de amostras biol6gicas, como
coldgeno e elastina em tecidos humanos, podem exibir autofluorescéncia natural,
que interfere na deteccéo especifica do sinal fluorescente emitido pelos anticorpos.
Isso pode interferir na interpretacdo dos resultados e exigir métodos adicionais de
controle e corregao (Laurino et al., 2009; Georgakoudi et al., 2002).

As perspectivas futuras para a técnica de imunofluorescéncia na pesquisa
biolégica estdo voltadas para o aprimoramento da sensibilidade, especificidade,
resolucdo espacial e aplicacdo em novos contextos, como 0 uso de técnicas de
selecdo de anticorpos recombinantes e engenharia de anticorpos para melhorar a
afinidade e a especificidade de ligacdo aos antigenos de interesse (Reischak;
Ravazzolo; Moojen, 2002).

Um grande avanco sera a capacidade de detectar mdltiplas proteinas
simultaneamente em uma amostra (multiplexacéo) e de realizar andlises detalhadas
entre diferentes marcadores subcelulares. A imunofluorescéncia sera cada vez mais
aplicada em estudos complexos, como organoides, culturas tridimensionais e
modelos de tecidos humanos in vitro. Isso permitira um melhor entendimento da
biologia em contextos mais fisioldgicos e uma modelagem mais precisa de doencas
e respostas a tratamentos (Braga et al., 1998).

Outra possibilidade é a integracdo da imunofluorescéncia com tecnologias
como a protedmica e a genbmica, permitindo uma analise integrada de mdultiplos
niveis de informacao bioldgica. Isso permitirh uma compreensdo mais abrangente de
redes de sinalizacdo celular e mecanismos patolégicos (Cunha et al., 2019).

No campo da anadlise fractal, varios estudos vém sendo realizados com
imagens provenientes de imunofluorescéncia, como o estudo de Dantas (2023), que
avaliou a aplicabilidade da técnica de imunofluorescéncia com o uso do anticorpo
PGP 9.5 (PGP Protein Gene Product) e varredura a laser confocal no estudo da

inervacgédo da faringe em humanos.
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A imunofluorescéncia continuara a evoluir para aplicagdes clinicas, como o
diagnéstico de doencas, monitoramento de terapias e caracterizacdo de
biomarcadores preditivos. O desenvolvimento de ensaios réapidos e sensiveis
baseados em imunofluorescéncia ter& um impacto significativo na medicina
personalizada e na saude publica. Essas perspectivas demonstram como a
imunofluorescéncia esta tornando-se uma ferramenta essencial na pesquisa
biolégica e clinica, proporcionando novas oportunidades para explorar e
compreender os processos bioldgicos em um nivel celular e molecular detalhado
(Ertekin et al., 2023).

Avancos em tecnologias, como microscopia avancada e técnicas de imagem
associadas a andlise fractal e lacunaridade, estdo expandindo nosso entendimento
sobre terminagdes nervosas. Essas ferramentas tém potencial para aplicacdes na
neurociéncia clinica e regeneracdo nervosa, oferecendo possibilidades de
tratamentos e condutas inovadoras (de Holanda; de Vasconcelos; de Souza
Santos, 2023).

Todavia, faltam estudos que empreguem essas técnicas para a
determinacao precisa de estruturas neurais presentes em ligamentos, o que motivou
a realizacdo deste trabalho. Diante do exposto, a realizacdo de um estudo com
maior precisdo para avaliar a organizacdo das imagens de terminacdes nervosas
livres em ligamentos de joelho e cotovelo, por meio da dimensdo fractal e
lacunaridade, tem potencial para impactar tanto a pesquisa basica quanto a
aplicacao clinica, contribuindo para uma melhor compreensdo da funcdo das
terminacbes nervosas livres e para o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas.

1.6 Relevancia e Justificativa

Alguns estudos realizados nos udltimos anos, como o de Rocha (2022),
demonstraram que a variabilidade morfolégica e quantitativa das estruturas neurais
sensoriais sao especificas para cada 6rgdo. Portanto, sdo necessarios estudos
individualizados para diferentes areas do organismo humano. Destaca-se ainda que
existem poucos estudos na literatura sobre a inervagédo sensorial das estruturas do

joelho e cotovelo, e que ndo ha estudos que utilizem a dimenséao fractal (DF) e a
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lacunaridade (LAC) para analisar imagens de terminacdes nervosas em meio a
imunofluorescéncia, o que torna ainda mais relevante a presente tese.

Nesse sentido, este estudo, que investiga terminagdes nervosas em
ligamentos utilizando dimenséao fractal (DF) e lacunaridade (LAC), é fundamental.
Respostas sensoriais anormais tém sido encontradas em algumas doencas que
afetam essas estruturas, como corroborado pelo estudo de Moraes (2008), no qual
foi avaliada a histomorfometria dos mecanorreceptores e das terminacdes nervosas
livres no quadril artrésico, uma doenca cronico-degenerativa caracterizada pelo
desgaste progressivo da cartilagem articular. Essa condicdo, com elevada
morbimortalidade, gera grande impacto na saude publica.

Destaca-se ainda que os estudos sobre a inervagdo sao essenciais para
compreender melhor essas estruturas. Eles colaboram significativamente para o
conhecimento de sua fisiopatologia, influenciando o manejo da doenca, o
desenvolvimento de técnicas cirldrgicas e a escolha da conduta terapéutica

adequada para cada individuo.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Determinar os valores de dimensdo fractal e lacunaridade de imagens
microscopicas de terminagfes nervosas livres em ligamentos de joelho e cotovelo

produzidas por imunofluorescéncia.

2.2 Especificos

« Analisar qualitativamente as imagens produzidas por imunofluorescéncia;

e« Comparar os valores de Dimensédo Fractal (DF) e Lacunaridade (LAC) entre
diferentes imagens dentro de um mesmo grupo experimental;

o Comparar os valores de DF e LAC entre diferentes grupos experimentais;

« Avaliar a correlagdo entre os valores de DF e LAC nas imagens analisadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao do estudo

Trata-se de um estudo descritivo, desenvolvido pelo Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncias Médico-Cirurgicas da Universidade Federal do Cearda, onde
foram analisadas qualitativamente imagens digitais de seccfes histologicas por
imunofluorescéncia, obtidas a partir de amostras teciduais provenientes de pecas
cadavéricas de joelho e cotovelo de cadavéres adultos, coletadas previamente em
outros estudos por outros autores: Alencar Neto, 2022; Lima, 2019; Costa, 2024.

3.2 Aspectos éticos

O estudo foi conduzido conforme a resolucéo 466/12 do Conselho Nacional
de Salde (CNS) e, aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) dos

respectivos locais de coleta.

3.3 Populacédo e amostra

GRUPO A - 11 imagens de ligamentos menisco tibiais de joelho (LMT),
provenientes de 20 cadaveres adultos (fresco). Coleta realizada por Alencar Neto,
2022, sob aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Dr. José Frota —
IJF, com o parecer CAAE 31316620.8.0000.5047 (ANEXO A). Foram excluidos da
amostra, ligamentos que apresentassem sinais de lesdo traumatica e degenerativa
em qualquer compartimento do joelho que dificultem a disseccdo do ligamento

meniscotibial e participantes esqueleticamente imaturos.

GRUPO B - 16 imagens de ligamentos anterolaterais de joelho (LAL), provenientes
de 20 cadaveres adultos (congelado). Coleta realizada Lima, 2019, sob aprovacgéo
do Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario Christhus, conforme
parecer CAAE 78798617.50000.5049 (ANEXO B). Os critérios de exclusao foram
sinais de trauma e/ou lesdo degenerativa que pudessem dificultar a dissecacao do

LAL do joelho, doenca inflamatoria, infeccao prévia ou cirurgia prévia.
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GRUPO C - 11 imagens de ligamentos colaterais lateral do cotovelo (LCL),
provenientes de 10 cadaveres adultos (fresco). Coleta realizada Costa, 2024 sob
aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC), com o parecer CAAE 11713219.1.0000.5054 (ANEXO C). Os critérios de

exclusao foram qualquer doenca degenerativa ou trauma no cotovelo.

3.4 Coleta da amostra

GRUPO A - Realizada por Alencar Neto (2022), onde inicialmente foi escolhido o
joelho de forma aleatéria, atendendo aos critérios de inclusdo e exclusdo. Para
coleta dos LMT mediais, foi realizada um método de disseccdo proprio por uma
incisdo posteromedial ao joelho em formato de “L” com inicio da parte posterior do
epicondilo medial do fémur em direcdo a borda posteromedial da tibial. Foram
identificados os tenddes do musculo sartério, semitendineo e gracil (pata de ganso)
0S quais serdo rebatidos distalmente. Foi realizada uma incisdo 41 transversa ao
LCM superficial, onde foi identificada a capsula articular e os LMT medias - ponto
onde € realizada a artrotomia submeniscal para visualizacdo da reducdo de uma
fratura articular (Chang et al., 2012; Kandemir; Maclean, 2014; Luo et al., 2010;
Zhang et al., 2020). Caso fosse preciso coleta dos LMT laterais, seria realizada uma
incisdo em “L” de inicio 2 cm acima da cabeca da fibula cruzando o tubérculo de
Gerdy (TG) em direcdo a margem lateral da crista tibial. O trato iliotibial seria
seccionado longitudinalmente e destacado anteriormente e posteriormente do TG.
Seria identificada a capsula articular e os LMT laterais (Barco et al., 2016; Solomon
et al., 2013; Zhang et al., 2020). A seguir, foi realizada a medi¢cdo dos ligamentos:
medidas de pesos, em uma balanca analitica eletrénica e medidas de comprimentos.
Cada fragmento apés isolado, ou foi preparado para seccdo criostatica ou foi

estocado a -70° graus em 20% de sacarose para sec¢ao em outro momento.

GRUPO B - Realizada por Lima (2019), todos os cadaveres foram dissecados 30
dias apds a morte, de acordo com a lei vigente no local onde o estudo foi realizado).
Todos foram mantidos congelados até o momento da dissecacdo. A técnica de
dissecagéo utilizada foi semelhante a descrita por de Lima et al. (2019b). Em
seguida foi realizada a seccao criostatica e os cortes de 10 pum foram utilizados para

preparacdo das laminas coradas com hematoxilina de Harris (Laborclin®, Pinhais,
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PR) e com eosina amarelada (Inlab®, Diadema, SP) de cada espécime deste
estudo, para analise histologica e avaliacao da integridade dos tecidos e localizacao
de potenciais estruturas de interesse, servindo assim de referéncia ao estudo de

imunofluorescéncia.

GRUPO C - Realizada por Costa (2024), através do cotovelo levemente fletido, foi
realizado acesso de Kocher, com incisdo sobre a pele de cerca de 10 cm, centrada
no epicondilo lateral e com trajeto obliquo. A fascia comum dos extensores foi
incisada e aberta seguindo a linha gordurosa obliqua. A seguir, foi realizado
disseccdo romba entre os musculos ancéneo e extensor ulnar do carpo, até a
superficie lateral da ulna. Apés identificacdo da crista do supinador, o LCL foi
cuidadosamente isolado de distal para proximal até a sua origem no epicéndilo
lateral do umero. Com dissecacédo rente ao 0sso, cada ligamento foi descascado da
sua insercdo e origem, sendo marcado com 1 ponto de sutura simples em sua
porcao distal e 2 pontos de sutura simples em sua por¢cao proximal, sendo medido
com paquimetro digital e pesado em balanca de precisdo ap6s a coleta. A medicéo
do comprimento foi realizada do epicéndilo lateral até o ponto mais saliente da crista
do supinador. A seguir, o LCL foi estocado a -70° graus em 20% de sacarose para

secc;ao em outro momento.

3.5 Imunofluorescéncia

Conforme os estudos realizados por Alencar Neto (2022); Lima (2019) e
Costa, (2024), o processo de preparacao das laminas, descrito foi realizado pelo
método de imunofluorescéncia com anticorpo primario PGP 9.5 e anticorpo
secundario Alexa Fluor 488, conforme o descrito por Jew et al. (2003), também

aplicado no estudo realizado por Dantas (2023).

3.6 Preparo das laminas para analise por microscopia confocal

As seccbes preparadas com imunofluorescéncia foram examinadas com
microscopio confocal a laser equipado com epifluorescéncia (Zeiss® LSM 710). As
seccOes foram vistas primeiro com epifluorescéncia, usando um filtro de excitacéo
(492-630nm) para emissédo de feixe (520-525) Duolexis — flior 488. Cada seccéo 48



28

foi examinada no aumento de 10 vezes para orientacdo dos tecidos e mapeamento
das estruturas. Quando identificadas, foram utilizadas objetivas de 20 vezes e de 40

vezes para ver detalhes (Alencar Neto, 2022; Lima, 2019; Costa, 2024).

3.7 Andlise das imagens

A DF e LAC foram calculadas através dos métodos box-counting e gliding-
box utilizando-se o programa analisador de imagens gratuito ImageJ
(http://rsbweb.nih.gov/ij/) junto com o plugin FracLac. O ImageJ trata-se de um
software processador de imagens em formato java, criado por por Wayne Rasband,
pesquisador do Research Services Branch (RSB) dos Estados Unidos da América.

Para analisar as imagens, foi necesséario a realizacdo de um preparo,
através da binarizacdo da imagem, transformando-a em uma imagem composta de
pixels pretos com intensidade zero, com um fundo branco de intensidade 255. A
sequéncia do processo esté ilustrada mais adiante.

Os dados obtidos foram automaticamente organizados em planilhas
eletrbnicas pelo ImageJ. mantidos no tamanho original sendo pré-processadas e
analisadas seguindo o0s seguintes passos:

1. Importacdo das imagens no formato TIF.

2. Transformacéo das imagens coloridas em imagens de 8 bits;

3. Redenrizacdo das imagens: Binarizagao da imagem;

4. Mensuracao da DF, utilizando a ferramenta “Fractal box-counting’
(contagem de caixas), onde o tamanho do box aumenta progressivamente (box= 2,
3, 4, 8, 16, 32, 64) até cobrir as imagens selecionadas e o programa calcula a DF
automaticamente);

5. Mensuracao da LAC utilizando o método gliding box do plugin FracLac,
similar ao método de contagem de caixas, onde o tamanho do box aumenta
progressivamente e desliza a partir de um canto até preencher totalmente a imagem
selecionada;

6. Avaliacdo e interpretacdo dos resultados da Andlise Fractal por métodos
estatisticos no software GraphPad Prism® verséo 10.2.3 para Windows®.

A seguir temos a representacao dos passos do processo:



Figura 01 -- Importacédo das imagens em formato TIF.
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Figura 03 — Binarizacao e renderizacdo da imagem.
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Figura 04 — Plugin “fraclac” de obtengao da analise fractal e lacunaridade.
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Figura 05 — Processo de mensuracao da DF e LAC,;
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Figura 06 — Mensuracdo da DF utilizando a ferramenta “Fractal box-counting’
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(contagem de caixas, onde o tamanho do box aumenta progressivamente (box= 2, 3,

4, 8, 16, 32, 64) até cobrir as imagens selecionadas e o programa calcula a DF

automaticamente);
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3.8 Estatisticas

Inicialmente os grupos foram nomeados da seguinte forma: Grupo A:
ligamento menisco tibial do joelho (LMT); Grupo B: ligamento anterolateral do joelho
(LAL) e Grupo C: ligamento colateral lateral do cotovelo. Em seguida foi realizado o
teste de normalidade pelo Teste de Shapiro-Wilk que tem como objetivo avaliar se
uma distribuicdo dos dados aproxima-se de uma distribuicdo normal.

Desenvolvido em 1965 por Samuel S. Shapiro e Martin B. Wilk, o teste de
Shapiro-Wilk € reconhecido por ser eficaz, principalmente para amostras de
tamanhos pequenos a moderados. A estatistica W é usada para comparar os dados
observados com os previstos para uma distribuicdo normal. Valores W baixos
indicam um desvio consideravel da normalidade. Para dizer que uma distribuicdo é
normal, o valor p precisa ser maior do que 0,05 (Miot, 2017).

Foi usado o software GraphPad Prism® versdo 10.2.3 para Windows®
(GraphPad Software, San Diego, California, USA, Abril/2023) para a realizagdo dos
procedimentos estatisticos. Para todas as andlises, foi considerado estatisticamente
significativa quando p < 0,05.

Inicialmente foi realizado o Teste de comparacfes mdltiplas de Dunn,
usando nivel de significancia a= (0,05), onde os cruzamentos A-B (LMT vs. LAL) e
B-C (LAL vs. LCL), foram significantes, pois apresentaram valores de p menores que
a. Logo o cruzamento dos grupos A-C (LMT vs. LCL), ndo foram significantes, pois
apresentaram valor de p maior que a.

Também foi usado o software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS, v29), para tabular e analisar as variaveis quantitativas, o qual forneceu
medidas de tendéncias centrais, valores percentil e dispersao.

Para realizacdo da correlacdo entre a DF e LAC foi usado o programa R,

versao 4.4.1.
4 RESULTADOS
A seguir sdo apresentados os resultados da andlise das imagens digitais

processadas por imunofluorescéncia. Primeiramente, s&o mostrados dados

referentes a quantificagdo automatizada da DF e LAC nas estruturas Joelho e
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Cotovelo, inicialmente por comparacao intragrupo e em seguida apresentamos a
comparacao da DF e LC entre 0s grupos.

Obtivamos como resultado os seguintes valores: grupo A (p=<0.0001);
grupo B (p=0.3993); grupo C (p=0.2193). Por tratar-se de uma amostra né&o
paramétrica, para o calculo da DF, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis. Ja para a LC
obtivemos valor p= (0.0040), responderam positivamente ao teste de normalidade e
homogeneidade das variancias, sendo considerados, portanto, dados paramétricos,
onde foi usado o teste paramétrico de andlise de variancia (ANOVA).

Dimensao Fractal — comparacéo intragrupo.
Na analise estatistica, o grupo A, apresentou 11 imagens validas, com uma

meédia de (1,988), oscilando entre (1,945) e (1,999) na analise fractal e mediana
(1,992), com desvio padréo de (0,015). Vide tabela 01.

Tabela 01. Dimenséo fractal (DF) do grupo A (LMT) - 11 imagens.

(N) imagens validas 11

invalidadas 0
Média 1,988
Erro padrdo da média 0,004
Mediana 1,992
Desvio padrédo 0,015
Minima 1,945
Maxima 1,999

Figuras 07, 08 e 09. Representacéo histolégica da DF do grupo A (LMT) — Mediana, minima e

maxima.
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Na andlise estatistica, o grupo B, apresentou 16 imagens validas, com uma
meédia de (1,548), oscilando entre (1,108) e (1,798) e mediana (1,571), com desvio
padrao de (0,207). Vide tabela 02.

Tabela 02. Dimensao fractal (DF) do grupo B (LAL) - 16 imagens.

(N) imagens validas 16

invalidadas 0
Média 1,548
Erro Padréo da Média 0,051
Mediana 1,571
Desvio Padrao 0,207
Minimo 1,108
Maximo 1,798

Figura 10, 11 e 12. Apresentacédo histolégica da DF do grupo B (LAL) ) — Mediana, minima e

maxima.

Na andlise estatistica, o grupo C, apresentou 12 imagens validas, com uma
média de (1,956), oscilando entre (1,928) e (1,984) na analise fractal e mediana
(1,958), com desvio padréo de (0,018). Vide tabela 03.

Tabela 03. Dimenséao fractal (DF) do grupo C (LCL) - 12 imagens.

(N) imagens validas 12

invalidadas 0
Média 1,956
Erro padrdo da média 0,005
Mediana 1,958
Desvio padrédo 0,018
Minima 1,928
Maxima 1,984
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Figura 13, 14 e 15. Apresentacdo histoldgica da DF do grupo C (LCL) — Mediana, minima e

maxima.

Lacunaridade das estruturas — comparagao intragrupo.
Na andlise estatistica, o grupo A, apresentou 11 imagens validas, com uma
média de (1,100), oscilando entre (0,418) e (2,491) e mediana (0,936), com desvio

padrao de (0,589). Vide tabela 04.

Tabela 04. Lacunaridade (LAC) do grupo A (LMT) - 11 imagens.

(N) imagens vélidas 11

invalidadas 0
Média 1.100
Erro Padréo da Média 0.177
Mediana 0.936
Desvio Padrédo 0.589
Minimo 0.418
Méximo 2.491

Na andlise estatistica, o grupo B, apresentou 16 imagens validas, com uma
meédia de (1,318), oscilando entre (0,583) e (2,192) e mediana (1,145), com desvio
padrdo de (0,512). Vide tabela 05.
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Tabela 05. Lacunaridade (LAC) do grupo B (LAL) - 16 imagens.

(N) imagens vélidas 16

invalidadas 0
Média 1.318
Erro Padréo da Média 0.128
Mediana 1.145
Desvio Padrao 0.512
Minimo 0.583
Maximo 2.192

Na andlise estatistica, o grupo C, apresentou 12 imagens validas, com uma
média de (0,480), oscilando entre (0,244) e (0,935) na lacunaridade e mediana
(0,363), com desvio padréo de (0,230). Vide tabela 06.

Tabela 06. Lacunaridade (LAC) do grupo C (LCL) - 12 imagens.

(N) imagens validas 12

invalidadas 0
Média 0,480
Erro padrdo da média 0,066
Mediana 0,363
Desvio padrédo 0,230
Minima 0,244
Maxima 0,935

Dimenséao Fractal — comparacgéo entre grupos.

Ao cruzamento dos grupos A x B (LMT vs. LAL), o valor de p foi (<0,0001),
com uma diferenca de classificacdo média de (24,77), sendo A (33,27) e B (8,500), o
gue sugere que A tem uma quantificacéo de terminagdes nervosas maior.

No cruzamento dos grupos A x C (LMT vs. LCL), o valor de p foi (0,1011),
com uma diferenca de classificacdo média de (10,11), sendo A (33,27) e C (23,17), 0
que revela que a diferenca entre as amostras ndo € significativa, pois pela regra o
valor de p é maior do que o valor de alfa.

Nos grupos B x C (LAL vs. LCL), o valor de p foi (0,0023), com uma
diferenca de classificacdo média de (-14,67), sendo B (8,500) e C (23,17), o que
sugere que a estrutura B tem uma quantificacao de terminacdes nervosas maior.

Entre os 3 grupos estudados, A e C, tiveram a dimenséo fractal maior, o que

sugere um nivel de desorganizacao maior. Vide figura tabela 07 e figura 07.



Tabela 07. DF entre grupos.
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Nivel de significancia
(Alpha). 0,05
Teste de comparacdes | Diferenca de | Significativo? Resumo Valor p
multiplas de Dunn. classificacéo ajustado
média.
LMT vs. LAL 24,77 Sim ok <0,0001 A-B
LMT vs. LCL 10,11 Nao ns 0,1011 A-C
LAL vs. LCL -14,67 Sim b 0,0023 B-C
Detalhes do teste Classificacdo | Classificacao Diferenca de nl n2 4
média 1 meédia 2 classificagéo
média.
LMT vs. LAL 33,27 8,500 24,77 11 16 5, 548
LMT vs. LCL 33,27 23,17 10,11 11 12 2,124
LAL vs. LCL 8,500 23,17 -14,67 16 12 3,369

Figura 7 — Comparacéo da DF entre grupos.
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Lacunaridade — comparacgado entre grupos.

Inicialmente foi realizado o Teste de comparacbes miltiplas de Sidak,

usando nivel de significancia a= (0,05), onde os cruzamentos A-C (LMT vs. LCL) e

B-C (LAL vs. LCL) foram significantes, pois apresentaram valores de p menores que

a. Logo o cruzamento dos grupos A-B (LMT vs. LAL) ndo apresentou significancia,

pois o valor de p foi maior que a.
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No cruzamento dos grupos A x B (LMT vs. LAL), o valor de p foi (0, 570),
com uma diferenca média de (-0,218), sendo A (1,100) e B (0,480), o que revela que
a diferenca entre as amostras nao é significativa, pois pela regra o valor de p é maior
do que o valor de alfa.

No cruzamento dos grupos A x C (LMT vs. LCL), o valor de p foi (0,009),
com uma diferenca de classificagdo média de (0,619), sendo A (1,100) e C (0,480), o
que sugere que a estrutura A - Joelho tem uma quantificacdo de terminacdes
nervosas maior.

Nos grupos B x C (LAL vs. LCL), o valor de p foi (0,0001), com uma
diferenca de classificacdo média de (0,837), sendo B (1,318) e C (0,480), o que
sugere que a estrutura A - tem uma quantificagéo de terminagdes nervosas maior.

Podemos concluir dessa forma, que entre os 3 grupos estudados, A (LMT) e
B (LAL) tiveram uma lacunaridade maior, o que sugere uma densidade menor,
inverso ao encontrado no grupo C, que apresentou lacunaridade menor sugerindo

uma densidade maior. Vide tabela 08 e figura 08.

Tabela 08. LAC entre grupos.

Nivel de significancia
(Alpha). 0,05
~ . Abaixo
Teste de comparacdes | Diferenca | IC de 95,00% de do Resumo Valor P

multiplas de Sidak média diferenca limite? ajustado
LMT vs. LAL -0,218 -0,680 a 0,244 Nao ns 0,570 | A-B
LMT vs. LCL 0,619 0,127 a 1,112 Sim o 0,009 | A-C
LAL vs. LCL 0,837 0,387 a 1,288 Sim ok 0,0001 | B-C

Diferenca Erro
Detalhes do teste Média 1 Média 2 médiag padréo de nl n2 t DF
diferenca

LMT vs. LAL 1,100 1,318 -0,218 0,184 11 16 | 1,181 36
LMT vs. LCL 1,100 0,480 0,619 0,196 11 12 | 3,150 36
LAL vs. LCL 1,318 0,480 0,837 0,180 16 12 | 4,654 36




Figura 8 - Comparacédo da LAC entre grupos
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significancia de 5%. Conforme Bussab; Morettin (2017), a correlacdo mostra a forca

gue mantém duas variaveis unidas, ou seja, se elas estdo linearmente relacionadas.

Pode ser positiva (se aumentarmos uma variavel a outra aumenta) ou negativa (se

aumentarmos uma variavel a outra diminuird). Conforme Cohen (1992), é possivel

ainda definir a correlacdo em fraca, moderada e forte, de acordo com o valor de “r’.

Conforme a tabela 09 e figura 09, descrita abaixo, o grupo A (LMT)

apresentou uma correlacdo positiva moderada; o grupo B (LAL) apresentou uma

correlagdo negativa moderada, e o grupo C (LCL) uma correlagao positiva fraca.

Tabela 09. Correlagdo da DF com a LAC por grupo.

Grupo Pardmetro 1 Parametro 2 rho P
A -LMT DF LAC 0.23 0.492
B -LAL DF LAC -0.45 0.083
C-LCL DF LAC 0.02 0.948
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Figura 09. Correlacdo da DF com a LAC por grupo.
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DIMENSAQ FRACTAL

Descritivas da DF e LAC dos grupos A, B, C.

A Dimensao fractal total, considerando as 39 laminas, apresentou valor
mediano elevado. Na comparacéo entre os grupos, A (LMT) e C (LCL) apresentaram
uma desorganizacdo, ao inverso do encontrado no grupo B (LAL), que apresentou
dimensao fractal menor, fato esse que sugere um nivel de organizacdo maior.

No que diz respeito a lacunaridade total, esta apresentou valor mediano
reduzido. Na andlise de cada grupo, A (LMT) e C (LCL), tiveram uma lacunaridade
menor, o que sugere uma densidade maior, inverso ao encontrado no grupo B (LAL),

gue apresentou lacunaridade maior sugerindo uma densidade maior. Vide tabela 10.

Tabela 10. Descritivas da DF e LAC dos grupos A, B, C.

Grupo
Variaveis N
Total? A, N =112 B, N =162 C,N=122

DIMENSAO 1.80 £ 0.25

39 1.99 + 0.02 (1.99) 1.55+0.21 (1.57) 1.96 + 0.02 (1.96)
FRACTAL (1.94)

1.00 + 0.58

LACUNARIDADE | 39 ©.51) 1.10 + 0.59 (0.94) | 1.32+0.51 (1.15) | 0.48 + 0.23 (0.36)

2 Média + Desvio Padréo (Mediana)
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6 DISCUSSAO

O principal atrativo da geometria fractal € sua capacidade de descrever as
formas irregulares, rugosas, complexas e fragmentadas dos objetos naturais ou
artificiais que a geometria tradicional ou Euclideana falhou em analisar. O fendmeno
€ expresso através de leis de escala estatisticamente estabelecidas no dominio
espacial ou temporal, sendo caracterizado pelas leis de poténcia encontradas no
mundo fisico real (Mossulin; De Medeiros, 2023). Isso justifica a minha escolha pela
analise fractal nesse estudo, tendo em vista que as imagens aqui analisadas sao
irregulares, e foram analisadas pelo software imageJ, pelo método box-couting que
consiste em divisbes infinitas de um objeto, gerando partes semelhantes a ele
mesmo.

Através da aplicacdo desse método no presente estudo podemos observar
que os fractais sdo tipicamente de escala, autossimilares e tém uma quantidade
infinita de detalhes e vem sendo bastante usado em pesquisas envolvendo
estruturas nervosas por imunofluorescéncia.

A utilizacdo da dimensdo fractal permite a mensuracdo e descricdo da
semelhanca entre um objeto analisado e ele mesmo. ISso permite que vocé compare
as partes da estrutura com a estrutura como um todo. De certa forma, valores altos
de DF indicam uma maior complexidade da estrutura analisada (Antoniazzi, 2007).

Entretanto, faz-se necessario que o0 pesquisador reconheca padrdes
caracteristicos da imagem analisada, como também, identificar as relagdes entre os
padrbes detectados e os diagndsticos provaveis.

Felipe, Olioti e Traina, 2005, afirmam que o uso da dimensao fractal requer
habilidade e experiéncia técnica do leitor da imagem. Considerando todas essas
peculiaridades, a dimenséo fractal tem sido bastante usada para quantificar
estruturas biolégicas complexas como as terminagcdes nervosas pela técnica de
imunofluorescéncia, como por exemplo no estudo Pinheiro Junior et al. (2002), que
teve como objetivo quantificar mecanorreceptores de terminacdes nervosas atraves
da imunofluorescéncia e evidenciou mecanorreceptores do tipo Meissner e Pacini de
alta densidade, que ajudaram na compreensao da fisiologia de estabilidade do
ombro.

A Universidade Federal do Cearad apresenta uma linha de pesquisa com

diversos estudos envolvendo terminagcdes nervosas livres, como exemplo a realizada
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por Lima (2019), que estudou as terminacfes nervosas e mecanorreceptores do
ligamento anterolateral do joelho, em todas as amostras analisadas foram
identificados mecanorreceptores do tipo | (Ruffini-like) e do tipo IV (terminagbes
nervosas livres), fibras paralelas e formato enovelado.

Também destacamos o estudo de Costa (2024) afirmou que a intencdo era
descrever a forma e a distribuicdo dos mecanorreceptores e terminacdes nervosas
livres do Ligamento Colateral Lateral do Cotovelo (LCL). Em todas as amostras
analisadas foram detectados mecanorreceptores do tipo | (Ruffini-like) e do tipo IV
(terminacdes nervosas livres), variando desde fibras paralelas até fibras em formato
enovelado. Foram encontradas ainda terminacdes nervosas néo classificadas, com
formatos diversos e irregulares. Portanto, concluiu-se que o LCL mostra estrutura
nervosa periférica de mecanorreceptores tipo | e 1V.

Neste estudo, a DF foi maior no grupo dos ligamentos meniscotibiais do
joelho, corroborando com a pesquisa de Alencar Neto (2022), que identificou
mecanorreceptores do tipo | (Ruffini-like) e do tipo IV (terminagbes nervosas livres),
variando desde fibras paralelas até fibras em formato enovelado. Foram encontradas
ainda, terminacgfes nervosas nao classificadas, com formatos diversos e irregulares.

A correlacdo entre a propriocepcdo e a presenca dos mecanorreceptores
nos tecidos articulares do joelho tém sido estudadas em animais e homens. Desde
os trabalhos de Schultz et al, sabe-se da existéncia de mecanorreceptores nos
ligamentos cruzados do joelho humano, havendo também referéncias em relagdo a
capsula articular, ligamento colateral medial e meniscos, porém ndo ha consenso
guanto ao numero e aos tipos de mecanorreceptores encontrados nos ligamentos
cruzados anterior e posterior.

Em outro estudo de Sampaio (2001), que objetivou detectar a presenca de
mecanorreceptores e comprovar que esse tecido tem funcdo e suas implicacdes
diagnésticas, mostrou-se que o tecido nervoso, geralmente préximo aos vasos,
variou de simples filetes nervosos a corpusculos sensoriais especializados. Feixes
nervosos foram constantes no tecido de interconexdo. Em menor quantidade, foram
detectadas terminacdes sensoriais encapsuladas, mecanorreceptores, em especial
corpusculos de Pacini.

Em relagdo ao uso da imunofluorescéncia em estudos associados a
microscopia confocal, para evidenciar termina¢des nervosas, diversos estudos vém

sendo realizados na Universidade Federal do Ceard, como mostra a tabela 11.
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Tabela 11. Estudos envolvendo imunofluorescéncia realizados na Universidade Federal do

Ceara.

PINHEIRO | Andlise dos mecanorreceptores e terminacfes nervosas livres da banda anterior do

JUNIOR ligamento glenoumeral inferior com imunofluorescéncia e microscopia confocal.
(2015)

PEIXOTO | Histomorfometria das terminagBes nervosas das conchas nasais inferiores de
(2017) humanos por imunofluorescéncia e microscopia confocal a laser.

LIMA Estudo das terminacdes nervosas e mecanorreceptores do ligamento anterolateral
(2019) do joelho.

LIMA Andlise dos mecanorreceptores e terminacdes nervosas livres do ligamento
(2021) transverso do carpo.

ALENCAR | Andlise dos mecanorreceptores e terminagBes nervosas livres do ligamento
NETO meniscotibial medial do joelho com imunofluorescéncia e microscopia confocal.
(2022)

ABREU Mecanorreceptores e terminacdes nervosas livres nas polias anelares dos tenddes
2024 flexores da mé&o: um estudo por imunofluorescéncia e microscopia confocal a laser.
COSTA Analise dos mecanorreceptores e termina¢des nervosas livres do ligamento

2024 colateral lateral do cotovelo com imunofluorescéncia e microscopia confocal.

No estudo realizado por Pinheiro Janior (2015) a imunofluorescéncia
aparece como técnica padrdo-ouro para identificacdo de estruturas nervosas,
quando comparada por exemplo a técnica usando ouro, que possui baixa
especificidade para estruturas nervosas. Ja a técnica envolvendo a prata requer uma
experiéncia maior do examinador para evidenciar estruturas nervosas.

Apesar da imunofluorescéncia ser um método de predilecdo na atualidade,
por prever uma especificidade significativa e sensibilidade por terminacdes nervosas,
h& possibilidade de um desfecho n&do favoravel, a coloracdo de estruturas
vasculares.

O desenvolvimento da técnica de imunofluorescéncia alavancou os estudos
envolvendo mecanorreceptores. Embora cada uma delas tenha suas proprias
caracteristicas técnicas, muitos ndo sao tdo especificos para marcadores neurais
(Lima, 2019).

Peixoto (2017) afirma que alteragdo da diluicdo do anticorpo primario PGP
9,5 de 1:400 para 1:200, mostrou-se mais adequada para evidenciagao da estrutura
nervosa proposta no seu estudo (conchas nasais inferiores). Acrescenta ainda que,

houve um melhor realce do plano de fundo e ndo houve comprometimento do estudo
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morfologico das terminagcdes nervosas, porém comprometeu o calculo da densidade
ao processar as imagens em softwares computacionais.

De acordo com Barros Filho; Da Silva Junior e De Brito (2023), lacunaridade
diz respeito a distribuicdo de vazios em um padréo espacial e nesse sentido permite
ainda avaliar a densidade e dispersao particulas.

Dessa forma ao analisar lacunaridade de imagens de terminacdes nervosas
livres de ligamentos, esse estudo permitiu compreender a concentragdo e a
distribuicdo dessas terminacdes em um determinado espaco. Porém a escassez de
valores de referéncia de DF e LAC na literatura ndo permitiram a realizacdo de
comparacoes de resultados.

Analisando as medianas de lacunaridade, dos grupos A, B e C, observou-se
que o grupo B (LAL) do joelho, apresentou maior lacunaridade, refletindo em uma
menor densidade. Diante desse resultado, levantou-se a hipotese de que a amostra
desse grupo poderia ter sofrido influéncia da técnica de formolizacdo. Fontoura
(2020), refere que o formol pode influenciar na qualidade da amostra, e
consequentemente nos valores de DF e LAC, através do seu efeito destrutivo em
tecidos, podendo inclusive dificultar a imunofluorescéncia, requerendo o uso de
artificio para tornar livre o epitopo do antigeno gerador da resposta imune.

A densidade Ossea tem sido avaliada em diversos estudos em imaginologia
com a finalidade de avaliar o padrdo da qualidade de imagens. Como no estudo de
Faria (2021), que avaliou a qualidade Ossea trabecular, por meio da DF e LAC,
identificando a textura e volume 6sseo da regido posterior da mandibula de homens
e mulheres, através de 21 exames de tomografia, compostos de 10 cortes axiais. A
DF apresentou valor médio de 0,87 e a LAC em torno de 0,17, ndo ocorrendo
diferenca entre os lados direito e esquerdo da mandibula, nem entre homens e
mulheres. Baseado nesses resultados, foi evidenciado que esse método torna-se util
para criar um padrdo de lacunaridade adequado na analise da qualidade 6Ossea
mandibular).

Ainda avaliando mandibula Barcelos (2023), avaliou a dimenséo fractal (DF)
e lacunaridade do osso mandibular através de radiografia panoramica digital, tendo
como amostra 34 pacientes submetidos a radioterapia para tratamento de cancer de
cabeca e pescoco, comparando 17 pacientes que desenvolveram

osteorradionecrose com outros 17 pacientes que néo desenvolveram. Os valores
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meédios de DF e LAC nao foram significativamente diferentes entre os grupos, e o
ponto de corte encontrado para DF foi <1,1736 e >0,4155 para lacunaridade.

Assim como também Cavalcante (2024) que realizou uma revisao
sistematica sobre a andlise do osso mandibular através de imagem em radiografias
panoramicas, usando dimensdo fractal e estudos observacionais com
endocrinopatias relacionadas as paratiredides. Isso demonstra que a lacunaridade,
também utilizada neste estudo para analise de imagens, foi adequada para analise
de imagens em ligamentos. Em tempo questiono se em estudos futuros poderiamos
usar tal método para criar padrdes de qualidade em ligamentos de joelho e cotovelo?

A avaliacdo da densidade de colageno em ligamentos, por meio de imagens,
usando imageJ, tem sido investigada, demonstrando padrdes de organizacao
dessas fibras. Rocha (2022), avaliou quantitativamente por meio de um programa
analisador de imagens, a dimensao Fractal e lacunaridade e o padrao de deposicao
do colageno global (Col-G) e dos tipos | (Col-1) e tipo Il (Col-3) em pele de
camundongos submetidos a queimaduras, e evidenciou diferentes valores de LAC
em virtude dos diferentes padrdes de organizacao das fibras colagenas (Col-G, Col-
1 e Col-3), sendo maior o Col-1 e Col-3 durante a fase proliferativa da lesdo. Santos
(2024), analisou qualitativamente a estrutura de colageno do Ligamento
Meniscotibial Medial do Joelho, corado com picrosirius red para avaliar os tipos de
coldgenos usando imagens no software imageJ. Ressalto que o ligamento menisco
medial analisado neste estudo, corresponde a imagens também submetidas ao
meétodo box-counting, da DF e LAC.

Zaia e Maponi (2022) utilizando a DF e LAC para avaliar o perfil de DNA
mitocondrial, caracterizaram o fenétipo senescente como envelhecimento normal ou
envelhecimento patolégico através da organizacdo e arquitetura das imagens. No
presente estudo todas as imagens foram avaliadas pela DF e LAC observando a
organizacéo e disposi¢ao das terminagdes nervosas livres presentes nos ligamentos,
para definir um padréo de similaridade entre os trés grupos avaliados. Em revisao
sistematica, também foi descrito que a DF e LAC tem contribuido em diversas areas
e destaca a Engenharia de tecidos, pois através destes métodos foi possivel
mensurar a morfologia da micréglia, contribuindo desta forma para o
desenvolvimento de tecidos projetados em laboratério e modelos 3D em
neurociéncia (Karperien; Jelinek, 2015).
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Podemos apontar como possivel limitacdo deste estudo a quantidade de
joelhos examinados e consequentemente a quantidade de imagens. A legislacéo
local em vigor no Brasil restringe 0 acesso a cadaveres congelados em grande
quantidade, resultando em apenas 20 amostras de falecidos, porém levando em
conta estudos semelhantes da literatura, acreditamos que a amostra utilizada foi
suficiente para validar as conclusdes.

A juncdo da microscopia avancada a técnicas de imagem associadas a
andlise fractal e lacunaridade, expandiram nosso conhecimento sobre terminacdes
nervosas livres. Diante desse entendimento, o foco para pesquisas futuras sera
também estudar as termina¢des nervosas néo classificadas, proposta por Rein et al.
(2015), como um “tipo V” a classificagcdo, complementando com estudos de
imunofluorescéncia.

Um outro passo relevante a ser aplicado sera a padronizacao de valores de
referéncia para DF e LAC em ligamentos de joelho e cotovelo, o que subsidiara
informagdes relevantes para o manejo das lesbes, propedéutica do tratamento
cirargico, oferecendo dessa forma possibilidades para tratamentos e condutas
inovadoras, fatos este que despertaram o interesse em estender este estudo em

uma pesquisa pos-doutoral.

7 CONCLUSAO

A dimenséao fractal (DF) é uma ferramenta validada e eficaz na quantificacéo
de estruturas complexas, superando as limitacdes da geometria tradicional.

Grupos A (LMT) e C (LCL) apresentaram maior dimenséo fractal, indicando
maior desorganizacdo estrutural. O grupo B (LAL) apresentou menor dimensao
fractal, sugerindo maior organizagao.

O grupo B (LAL) demonstrou maior lacunaridade, indicando menor
densidade de estruturas, enquanto o grupo C apresentou menor lacunaridade,
sugerindo maior densidade.
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