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VIANA, Débora Leal. Definicdo da espessura da membrana basal glomerular
para o diagnostico de doencas glomerulares na Bahia — um estudo em bidpsia.
57 f. il. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador,
2017.

RESUMO

INTRODUCAO: Glomerulopatias constituem a terceira causa de insuficiéncia
renal no Brasil. Algumas dessas enfermidades estdo associadas a defeitos na
membrana basal glomerular (MBG), alterando sua espessura e compactacao.
Apesar de existirem parametros gerais da espessura normal da MBG, devido
as variagOes encontradas em diferentes estudos, recomenda-se que valores
normais para a MBG seja estabelecida nos diferentes servicos de diagndstico
nefropatolégicos. OBJETIVO: Definir a espessura normal da MBG na
populacdo submetida a biopsia renal em Salvador. METODOLOGIA: Foi
realizado um estudo de corte transversal com amostras de tecido renal de
pacientes submetidos ao servico de referéncia em nefrologia da Bahia e
analisados no Instituto Gongalo Moniz (IGM) - FIOCRUZ- BA. Foram incluidos
pacientes com diagnéstico morfolégico de alteracbes glomerulares minimas, e
excluidos os pacientes com Diabetes Mellitus ou hematuria. As amostras foram
analisadas por microscopia eletrbnica de transmissdo e em seguida foram
aplicados dois métodos para mensurar a espessura da MBG, o método do
direto (MD) e o método de interceptacdo ortogonal (MIO). RESULTADOS:
Foram analisadas amostras de 32 pacientes, com idade que variaram de 3 a 62
anos, sendo 20 (62.5%) do sexo masculino e 12 (37.5%) do sexo feminino. Os
valores encontrados da espessura normal da MBG na populacdo de Salvador
pelo MD foi de 380,4 + 48,71nm (média £ SD) e pelo MIO foi de 373,5 *
48,91nm (média = SD). Observou-se correlacdo positiva nos valores
encontrados nos dois métodos aplicados para mensurar a espessura da MBG.
N&o houve diferencas estatisticamente significantes da espessura da MBG com
relacdo a idade ou ao sexo dos pacientes. CONCLUSOES: Este é o primeiro
trabalho apresentando estimativa da espessura normal da MBG de seres
humanos realizado na Bahia, que podera ser utilizado no auxilio diagndstico
doencas glomerulares.

Palavras-chave: Membrana Basal Glomerular; Glomerulopatias; Alteracdes
Glomerulares Minimas; Método Direto e Método de Interceptacdo Ortogonal



VIANA, Débora Leal. Definition of glomerular basic membrane thickness for the
diagnosis of glomerular diseases - a study in biopsy. 57 f. il. Dissertacéo
(Mestrado em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) — Fundacgéo
Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2017.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Glomerulopathies are the third cause of renal failure in Brazil.
Some of these diseases are associated with defects in the glomerular basement
membrane (GBM), changing its thickness and compaction. Although there are
general parameters for normal thickness of the GBM, due to the variations
found in different studies, it is recommended that normal values for the GBM be
established in the different nephrology diagnostic services. PURPOSE: To
define the normal thickness of the GBM in the population submitted to renal
biopsy in Salvador. METHODS: A cross-sectional study was carried out with
renal tissue samples from patients submitted to the nephrology reference
service in Bahia and analyzed at Instituto Gongalo Moniz (IGM) - FIOCRUZ-BA.
Patients with a morphological diagnosis of minimal glomerular abnormalities
were included, and patients with Diabetes Mellitus or hematuria were excluded.
The samples were analyzed by transmission electron microscopy and then two
methods were applied to measure the thickness of the GBM, the direct method
(DM) and the orthogonal intercept method (OIM). RESULTS: A total of 32
patients, ranging from 3 to 62 years old, were analyzed, 20 (62.5%) were male
and 12 (37.5%) were female. The normal thickness of GBM in the population of
Salvador by MD was 380.4 + 48.71nm (mean + SD) and by MIO was 373.5
48.91nm (mean * SD). Positive correlation was observed in the values found in
the two methods applied to measure the thickness of GBM. There were no
statistically significant differences in GBM thickness with patient’s age or sex.
CONCLUSIONS: This is the first work presenting an estimate of the normal
thickness of GBM of humans performed in Bahia, which could be used to aid
diagnosis of glomerular diseases.

Keywords: Glomerular Basement Membrane; Glomerulopathies; Minimal
Glomerular Changes; Direct Method and Orthogonal Intercept Method
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1 INTRODUCAO

Enfermidades renais sdo frequentes no Brasil. Segundo dados do
Estudo Longitudinal da Saude do Adulto (ELSA-Brasil), cerca de 1 em cada 10
adultos dos participantes inscritos neste estudo, avaliados de 2008 a 2010, tem
Doencga Renal Crénica (DRC), sendo a prevaléncia maior em individuos com
menor nivel educacional e entre pessoas negras e indigenas (BARRETO et al.,
2016).

A insuficiéncia renal crénica afeta a qualidade de vida e reduz
significativamente a expectativa de vida dos individuos acometidos. Além disso,
resulta em importantes perdas econdmicas para as familias e para o Estado
Brasileiro. Estima-se que cerca de 10% dos gastos do Ministério da Saude
esteja associada ao tratamento desse grupo de doencas (SANCHO; DAIN,
2008). O Inquérito Brasileiro de Dialise Cronica de 2014 mostrou que dos
48.834 pacientes em didlise nas 312 unidades que responderam ao inquérito
nacional, 85% tem seus gastos reembolsados pelo sistema Unico de saude
(SUS) e 15% por seguros de saude privado (SESSO et al., 2016).

Glomerulopatias constituem a terceira causa de insuficiéncia renal no
Brasil, sendo que a hipertensdo e a diabetes ocupam os primeiros lugares.
Contudo, muitas glomerulopatias cursam com hipertensdo, caracteristica,
muitas vezes, determinante para insuficiéncia renal cronica (SESSO et al.,
2014). Um estudo sobre a distribuicdo das doencas glomerulares em Salvador,
entre 2003 e 2015, identificou a GESF como a nefropatia primaria mais
frequente, correspondendo a 25% dos casos das 1.312 biopsias renais
analisadas (DOS-SANTOS, W. L. et al., 2017).

GESF est4d associada a um leque de doencas causadas por virus,
drogas, fatores hemodinamicos e mutacbes génicas. Muitas das mutacdes
associadas a GESF estao relacionadas aos poddcitos. Entretanto, mutagcfes de
componentes da membrana basal glomerular (MBG) podem levar a um quadro
de esclerose glomerular progressiva com proteinuria e hematuria, dificil de
distinguir clinica e laboratorialmente de outros tipos de GESF (ABRANTES et

al., 2005). Na realidade, o diagndstico adequado dessas condicBes requer
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exame ultraestrutural do glomérulo com atencéo as alteracbes da membrana

basal glomerular (MBG).

A avaliacdo da espessura da MBG é essencial no diagnostico de
algumas doencas glomerulares como a Doenca de Membrana Fina (DMF).,
(SATO et al., 2010), e a Sindrome de Alport (SA), avaliadas a partir de imagens
obtidas por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), (LONGO et al.,
2002). Pelas andlises ultraestruturais das biopsias renais é possivel observar
irregularidades na MBG como espessamento e adelgacamento da MBG e
fragmentacdo da lamina densa, o que levaria a mudancas nos valores da

espessura da membrana.

Considerando os achados na literatura e de diferentes servicos de
nefropatologia, observa-se que ha variacdes dos valores estabelecidos como
limites da espessura da MBG. A exemplo do estudo de Marquez e
colaboradores (2003), o qual definiu o intervalo de 200 a 300nm a espessura
normal da MBG na populacao estudada, para adultos e criancas. Enquanto que
no estudo de Kfoury e Frcpa (2012), o intervalo foi de 190 a 375nm.  Estas
variacdes, em diferentes populagdes, criam incertezas que podem dificultar no

diagndstico das patologias referidas acima (WU; DIKMAN, 2010).

Sendo assim, é importante e necessario definir parametros de medidas e
valores normais da espessura da MBG em uma populacdo especifica para que
sirva, com mais exatiddo, como referéncia para auxiliar no diagnéstico das
alteracbes das membranas glomerulares. E reforca a recomendacéao,
observada na literatura, que aconselha que os servicos de nefropatologias
avaliem os valores normais da MBG da populacdo de estudo, visto que podem
ocorrer diferencas com relacdo as populacfes originarias de diferentes paises
ou decorrentes de limitagdes técnicas, como dificuldade em obter tecido renal
normal apropriado para medicdes e diferencas no processamento dos
fragmentos de rim para andlise por MET (HALA KFOURY, 2016; RAMAGE et
al., 2002).

A realizacdo dos estudos para definir parametros normais da espessura
da MBG, h& questbes éticas e técnicas limitantes. A obtencdo de amostras de

rim de individuos higidos € inviavel do ponto de vista ético, considerando que a
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retirada de um fragmento do rim € um procedimento invasivo e pde em risco a
saude do individuo. Por outro lado, a obtencdo de amostras de cadaveres
submetidos a necropsias encontra limitagdes técnicas devido ao prolongado
tempo de espera do momento da morte do individuo até a realizacdo da
necropsia, o que pode acarretar em alteracdes morfoldgicas importantes devido

ao processo de autdlise iniciado apds a morte.

Uma alternativa para contornar estas limitagbes € a avaliacdo da
espessura da MBG a partir de casos de pacientes com AlteracOes
Glomerulares Minimas (AGM). Esta categoria morfoldgica inclui uma variedade
de condi¢cdes patolégicas nas quais os rins se mantem histologicamente
normais, como Doenca de Lesbes Minimas. Esta doenca € caracterizada
clinicamente por um quadro de sindrome nefrética e a histologia do rim
apresenta glomérulos com aspectos normais a microscopia optica e nenhum ou
minimos depdsitos de imunoglobulinas e/ou fatores do complemento (IgM e

C3) sdo detectados por imunofluorescéncia (BANSAL, 2014).

Quanto a metodologia aplicada para a mensuracdo da espessura da
MBG, observa-se também variacbes dos métodos empregados entre 0s
estudos. Porém, dois métodos sao aplicados mais frequentemente, que sdo o
método direto (MD) e o método de interceptacdo ortogonal (MIO). O MD
consiste em realizar dezesseis medidas aleatérias em um unico glomérulo e o
MIO define o ponto da alca glomerular para realizar a medida, onde ha
interceptacdo dos vértices da grade de 200x200nm, sobreposta a imagem do
glomérulo, com o limite da MBG da face endotelial em pelo menos dois
glomérulos. Estes dois métodos diferenciam significativamente na
complexidade de serem executados, sendo o MD mais simples e rapido,
comparado com o MIO. Isto tem motivado a realizacdo de alguns estudos para
compara-los, sendo que até o momento ndo foi demonstrado diferencas
significativas dos resultados obtidos da espessura da MBG utilizando os dois
meétodos. (SZETO et al, 2010; RAMAGE et al., 2002; DAS; PICKETT e
TUNGEKAR, 1996; DISCHE et al, 1990; JENSEN, GUNDERSEN e
MSTERBY, 1978;)
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As alteracdes estruturais na MBG refletem na medida da sua espessura.
Neste trabalho, foi avaliado a espessura da MBG de individuos em diferentes
faixas etarias na populacdo de Salvador, para obtencdo de valores de
referéncia. Estes valores servirdo no auxilio ao diagnoéstico de glomerulopatias
relacionadas com alteracfes estruturais da membrana glomerular, como em
doencas genéticas ligadas a mutacdes de componentes da MBG, como a SA e
da DMF.

Este material sera utilizado pelo servico de nefropatologia do Instituto
Goncalo Moniz — IGM/FIOCRUZ- BA, que atende diferentes hospitais da rede
SUS da Bahia. Além disso, a existéncia desse registro contribuira para
melhorar a consisténcia de registros semelhantes, a nivel nacional e
internacional (BARROS et al., 2012; SATO et al., 2010).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MEMBRANA BASAL GLOMERULAR

A MBG é uma barreira seletiva de filtracdo atuando de acordo com a
carga elétrica e o tamanho das moléculas que passam pelo glomérulo.
(BARROS, et. al., 2012). E constituida por um gel polianiénico e apresenta trés
zonas: zona central densa, denominada lamina densa, uma zona menos
densa, denominadas laminas rara externa em contato com 0S processos
podais (poddcitos), e uma lamina rara interna, sobre a qual se apresentam as
células endoteliais. Essas estruturas possuem elementos de constituicio como
o colageno tipo IV, lamininas, proteoglicanos e fibronectinas (Figura 1)
(POLLAK et al., 2014).

Figura 1. Estrutura normal da Membrana Basal Glomerular. Sec¢do de
biopsia renal observada por microscopia eletrdnica de transmisséo, mostrando
uma alca glomerular. MBG: Membrana Basal Glomerular, P: Processo Podal e
E: Endotélio fenestrado.
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A laminina € uma molécula de matriz extracelular, constituida por uma
familia de isoformas diferentes. E a principal proteina ndo-colagénica da MBG,
formada por trés cadeias polipeptidicas: Cadeia A (Alfa-a), B1 (Beta-B) e B2
(Gama-y). Cada uma dessas trés cadeias pode variar criando heterodimeros
diferentes, por exemplo: laminina azB2y1 que é referido como laminina-221 ou
LM-221. A funcéo da laminina envolve, principalmente a adesdo e migragao
celular (MINER, 2012).

A entactina (ou niddgeno) € uma glicoproteina encontrada em todas as
membranas basais. Esta tem a capacidade de estabelecer ligacdes cruzadas
com as lamininas, o colageno e ao sulfato de heparan, participando na
montagem e organizacdo dessas estruturas. Ja o0s proteoglicanos
compreendem varios tipos de proteinas encontradas em membranas basais,
como o sulfato de heparan que € o mais abundante na MBG e tem papel
importante na seletividade de carga (BARROS et al., 2012).

O colageno tipo IV representa o principal constituinte da membrana
basal. Sua molécula, de aspecto helicoidal, forma-se pela unido de trés cadeias
alfa. S&o conhecidos seis tipos de cadeias alfas, individualizadas pela
composicdo molecular e que podem variar conforme a localizacdo na
membrana basal. Na lamina densa, predomina as cadeias alfa-3, alfa-4 e alfa-
5, nas laminas raras predominam as cadeias alfa-1 e alfa-2 (BARROS et al.,
2012). Anormalidades em quaisquer uma dessas cadeias, impede a formacao
do trimero que constitui molécula do colageno tipo IV, podendo levar ao
surgimento de alteracdes estruturais na MBG, presentes em glomerulopatias
como a SA a DMF (PESCUCCI et al., 2004). Estas alteracdes repercutem na
morfologia da membrana glomerular, levando a irregularidade na espessura ao
longo das alcas glomerulares, no caso da SA, ou redugcdo na espessura da
MBG, no caso da DMF.

2.2 DOENCA DE MEMBRANA FINA

A DMF é também conhecida como: hematuria familiar benigna,
hemataria benigna persistente ou hematuria benigna essencial. E uma doenca
hereditaria, possivelmente de carater autossémica dominante, caracterizada

por hematuria com evolucdo benigna, que raramente evolui para a perda de
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funcdo renal (BARROS et al.,, 2012). A DMF é resultado de mutacdes nos
genes COL4A3 e COL4A4 que codificam a cadeia alfa-3 e alfa-4 do colageno
IV da MBG. Altera¢cdes morfolégicas da MBG séo as principais caracteristicas
da DMF, observada por MET, que mostra afinamento da membrana
praticamente em toda sua totalidade, sem, porém, a presenca de fragmentacao
da lamina densa ou altera¢des dos processos podais (Figura 2) (OKADA et al.,
2014).

Figura 2. Alteracdo na membrana basal glomerular na doenca de membrana
fina. Seccdo de biopsia renal observada por microscopia eletrbnica de
transmissé@o, mostrando afinamento da MBG (seta) sem divisdo ou fragmentacéo
da lamina densa. E: célula endotelial, P: célula do podécito. Fonte: OKADA et al.,
2014.

A DMF caracteriza-se clinicamente por hematlria microscopica
persistente e afeta em média 1% da populacdo. E uma das condi¢cbes mais
comuns que afetam os rins apods infecgdes, hipertensdo e célculos renais. O
quadro de hematuria geralmente é assintomatico e pode ser diagnosticada por
exames de rotina (SAVIGE et al., 2003). A hematuria é também descrita como
“‘isolada”, ja que os individuos acometidos geralmente ndo tém proteindria ou
apresentam uma proteindria discreta, indicando que a fenda de filtracdo
raramente € afetada. A proteindria desenvolve normalmente depois de

hematulria, e raramente é visto em crian¢cas, no entanto uma proporcao
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significativa de pacientes adultos apresentam proteindria discreta
(TRYGGVASON; PATRAKKA, 2006).

As amostras de bidpsias renais de pacientes com DMF, observadas ao
microscopio Optico, mostram histologia glomerular quase normal com a
expansao leve do mesangio e proliferacdo celular. Com o envelhecimento &
possivel encontrar, em aproximadamente, 5 a 25% dos casos, um quadro de
esclerose glomerular focal e fibrose tubular. No entanto, as alteracdes
histopatolédgicas, observadas na avaliacdo feita ao microscépio éptico, ndo sédo
especificas. (TRYGGVASON; PATRAKKA, 2006). O adelgacamento da MBG
observado pela MET, também pode ser encontrada em pacientes portadores
de SA em estagio inicial. Nesse contexto, € imprescindivel fazer um diagnéstico
diferencial com outras doencas hematuricas assintomaticas, como a Nefropatia
por IgA e SA (BRASILEIRO, 2011). SZETO e colaboradores (2010) utilizando o
MIO por meio do estudo morfométrico de imagens de MET, considerou DMF os

pacientes com espessura da MBG inferior a 250nm.

A imunofluorescéncia para cadeias alfa do colageno tipo IV é sugerida
como diagndéstico diferencial, visto que em mutacdes ligadas a cadeia alfa-5 em
pacientes do sexo masculino (ligada ao cromossomo X), ndo haveria
positividade para a SA, porém, estaria presente em pacientes com diagndstico
de DMF (BARROS et. al. 2012). Portanto, é necessario um estudo familiar
preciso, exame de urina dos familiares e identificacdo dos diferentes padrdes
de heranca dos membros da familia que pode resultar em diferencas no
aconselhamento genético, permitindo o diagnéstico diferencial e promovendo
uma melhor compreenséo do processo da doenca. A presenca de homens com

insuficiéncia renal é altamente sugestiva de SA (ENDREFFY et al., 2011).
2.3 SINDROME DE ALPORT

A sindrome de Alport (SA) é a mais frequente das doencgas glomerulares
hereditarias que evoluem para DRC, correspondendo a aproximadamente 1%
das biopsias analisadas em Salvador entre 2003 e 2015 (DOS-SANTOS, W. L.
et al., 2017). Atribui-se a Guthrie, em 1927, a descricéo inicial de uma familia
com hematdria recorrente. Entretanto, Arthur Cecil Alport relatou a ocorréncia

de surdez associada a hematuria e desenvolvimento de uremia nos homens
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afetados. Contrariamente, as mulheres afetadas sobrevivem até a velhice e
desenvolvem a forma mais leve da doenca (BARROS et. al. 2012; APPEL,
2012).

A SA é caracterizada por anormalidades nos genes COL4A3 ou
COL4A4, e COL4AS das cadeias alfa-3, alfa-4 e alfa-5 do colageno IV (OKADA
et al.,, 2014). Pode ser transmitida por trés formas de heranca genética. Uma
das formas esta ligada ao cromossomo X, que corresponde a maioria dos
casos e na qual os homens sdo mais afetados, devido &s mutacdes no gene
COL4A5. A forma autossdmica dominante ocorre com menor frequéncia, sendo
menos de 10% dos casos. A transmissao pode ser autossdmica recessiva que
se caracteriza por mutacbes nos genes COL4A3 ou COL4A4. Nesta forma
mais rara, ambos os sexos podem ser gravemente afetados (PESCUCCI et al.,
2004).

A doenca geralmente se manifesta em criangas ou adultos jovens e se
caracteriza nos homens pela presenca de hemataria (microscépica ou
macroscopica) e proteindria inicialmente leve, mas que aumenta
progressivamente com a idade, podendo evoluir para DRT. Na maioria das
mulheres, a doenca € leve ou parcialmente expressa, poucas chegam a

apresentar caracteristicas graves da doenca (NACHMAN, 2012).

Um estudo realizado com quatro familias de portadores de SA, com
transmissdo autossdmica dominante e mutagbes nos genes COL4A3 (duas
familias) e COL4A4 (duas familias), mostrou a presenca de hematdria
microscépica na maioria dos casos. Todos o0s quatro portadores estudados
foram submetidos a biopsia renal e observadas por MET. Dois deles tinham
espessamento e fragmentacdo da MBG (com idades entre 30 e 37 anos,
respectivamente), enquanto um mostrou apenas adelgacamento da MBG
(idade 51 anos) e o outro mostrou apenas fragmentacdo da lamina densa
(idade 36 anos) (PESCUCCI et al., 2004).

Os glomérulos na fase inicial da doenca podem apresentar aspectos
normais e o diagndstico realizado por imunofluorescéncia pode produzir, em
alguns casos, resultados falso-negativos para as portadoras de SA
(TRYGGVASON; PATRAKKA, 2006). Por outro lado, a analise por microscopia
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eletrdnica de transmissdao permite um diagndéstico consistente, permitindo
detectar lesbes como irregularidade na espessura da MBG, com regides de
extenso adelgacamento, podendo atingir 128 a 178nm de espessura (SANTOS
et al, 2017). Além de regibes de espessamento da membrana, e
fragmentacao da lamina densa, como observadas na Figura 3 (OKADA et al.,
2014).

Bise

Figura 3. Alterac6es na Membrana Basal Glomerular na Sindrome de Alport.
Seccdo de bidpsia renal observado por microscopia eletrdnica de transmissdo. (W)
espessamento e fragmentacdo da lamina densa, adelgacamento (‘ﬂ’ ), fuséo dos

processos podais ( l ), E: célula endotelial. Fonte: OKADA et al., 2014.
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2.4 NEFROPATIA DIABETICA

Nefropatia diabética (ND) é caracterizada pela presenca de proteinas
plasmaticas na urina, superior a 0,59/24h em pacientes portadores de Diabetes
mellitus (DM). Afeta aproximadamente 40% dos pacientes diabéticos tipo 1 e
tipo 2. A ND esta associada ao aumento da mortalidade por doencas
cardiovasculares e € a principal causa de doenca renal crénica (GROSS et al.,
2005). E classificada de acordo com o nivel de excrecéo urinaria de albumina,
nos estagios de microalbumindria ou nefropatia incipiente (=230mg/24h ou
20pg/min), macroalbumindria ou nefropatia clinica (2300mg/24h ou =2200g/min)

e diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (MARK, 2004).

A ND raramente se desenvolve antes dos 10 anos de diagnostico de DM
tipo 1, com pico de incidéncia entre os 10 a 20 anos de diabetes. Outros fatores
de risco associados ao desenvolvimento da ND sdo a duragdo da doenca,
género, fatores raciais e étnicos, fatores genéticos e o grau de controle
metabdlico (TYAGI et al., 2008). Pacientes com DM e proteindria apresentam
um risco 100 vezes maior de morte prematura em comparacdo a populacdo
ndo-diabética. Em contrapartida, pacientes diabéticos sem nefropatia
apresentam taxa de mortalidade duas vezes superior aquelas observadas em
individuos néo-diabéticos (SALGADO, 2004).

As principais alteracfes patologicas que ocorrem nos rins de pacientes
com ND estdo localizadas nos glomérulos e apresentam caracteristicas
morfolégicas semelhantes no pacientes com DM tipo 1 e tipo 2, embora as
lesbes sejam mais precoces e de evolugdo mais rapida na DM tipo 1
(BRASILEIRO, 2011).

Na diabetes, os volumes renais e glomerulares estdo aumentados e
continua a crescer com a evolucdo da doenca. Essa caracteristica pode estar
relacionada ao espessamento da MBG, aumento difuso da matriz e discreta
hipercelularidade mesangial (SALGADO, 2004). A expansdo mesangial
acontece, provavelmente, devido a maior producédo de matriz extracelular que
estar relacionada a glicosilacdo ndo-enzimética das proteinas, em condigfes
hiperglicémicas. A glicose liga-se aos grupos amino das proteinas e forma

compostos que, por ligacdo covalente com grupos amino de outras proteinas,
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resultam em complexo proteina-proteina (AGE, de advanced glycated
endproducts) (MOHSEN, 2015).

Os AGEs interagem com o colageno induzindo a sintese de matriz e
coladgeno tipo IV pelas células mesangiais que proliferam. Contribuindo para
alterar a funcdo dos macrofagos, para a expansdao mesangial e ocluséo
glomerular. Além da reducédo na sintese de glicosaminoglicanos, especialmente
o sulfato de heparano, que modifica a estrutura da MBG e sua permeabilidade
as macromoléculas, o que facilita a passagem de albumina (SALGADO, 2004;
BRASILEIRO, 2011).

O espessamento da MBG é uma alteracdo caracteristica da DM. Um
estudo realizado com 396 pacientes com DM2 e ND comprovada por biépsia
renal, que foram acompanhados durante pelo menos 1 ano, mostrou que o
espessamento da MBG estava presente em 53 pacientes, o que correspondeu
a 13,4% das biopsias analisadas. Além disso, 87 (22%) pacientes
apresentaram expansdo mesangial leve e 32 (8,1%) com expansao mesangial
grave (AN et al., 2015) (FIGURA 4). Quase todos os casos de DM tipo 1, ha
espessamento difuso da membrana basal dos glomérulos, tabulos e capilares,
inclusive em outros 6rgaos (BRASILEIRO, 2011).

Tyagi e colabordores (2008) compararam a espessura da MBG em
pacientes na fase pré-clinicos e clinicos da DM, além de avaliarem um grupo
controle. O grupo clinico mostrou valores médios da espessura da MBG
significativamente maior (578,37 £ 192,29 nm) em comparacao com 0S grupos
pré-clinicos (464,66 + 95,9 nm; P<0,005) e o grupo controle (309,00 + 40,48
nm; P<0,005). Essas observa¢fes sugerem que a espessura do MBG pode

esta relacionada ao progresso do estagio pré-clinico ao clinico da doenca.
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Figura 4: Lesdes glomerulares em ND. (A) Alteracdes leves por microscopia optica e
espessamento de MBG. (B) Expansdo mesangial leve. (C) Expansdo mesangial
grave. (D) Lesao de Kimmelstiel-Wilson. Fonte: AN et al., 2015 adaptada.

2.5 NEFROESCLEROSE HIPERTENSIVA

A Hipertensao arterial (HA) é uma condicdo clinica caracterizada por
elevacdo sustentada dos niveis pressoricos = 140 e/ou 90 mmHg. Ela pode
estar associada a distarbios metabdlicos, altera¢cfes funcionais e/ou estruturais
de orgaos-alvo. No Brasil, HA atinge 32,5% de individuos adultos (36 milhdes)
e mais de 60% dos idosos, 0 que contribui direta ou indiretamente para 50%
das mortes por doenga cardiovascular (DCV) (SBC, 2016).

A hipertensao é classificada em benigna e maligna. O dano renal desses
tipos de hipertensdo € categorizado como nefroesclerose benigna e
nefroesclerose maligna, respectivamente (LIANG et al., 2016). O termo
"nefroesclerose” ("endurecimento do rim") foi introduzido em 1918, pelos
clinicos e patologistas aleméaes Franz Volhard e Theodor Fahr, que sugerem o
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surgimento de uma fibrose tecidual e pode aplicar-se a maioria das doencas
renais cronicas (MEYRIER, 2015).

Na fase inicial da nefroesclerose benigna, os rins podem apresentar
volume normal ou discretamente reduzido, no entanto, com a evolucdo da
doenca, ha grande reducdo no seu tamanho, que pode chegar a menos da
metade do volume inicial, constituindo o chamado “rim contraido primario”. As
alteracdes mais caracteristicas da nefroesclerose benigna sdo a presenca de
depdsitos hialinos e esclerose de arteriolas aferentes e de artérias
interlobulares (MALHEIROS, 1998).

Dois tipos de lesdes relacionadas a nefroesclerose benigna podem
comprometer os glomérulos, muitas vezes de forma concomitante: a GESF e a
glomerulopatia isquémica. Os glomérulos isquémicos sofrem retracéo de tufos,
dobramento da MBG e espessamento da capsula de Bowman (MEYRIER,
1998; MALHEIROS, 1998).

As implicagdes renais a longo prazo sdo muito piores em pacientes com
nefroesclerose maligna (LIANG et al., 2016). Nessa fase os glomérulos podem
ainda apresentar alcas capilares dilatadas e repletas de hemécias, com perda
de células endoteliais. Outro aspecto bastante frequente € o de colapso
isquémico, com enrugamento e espessamento da MBG, devido a obstrucdo
dos vasos pré-glomerulares. Todas essas lesdes podem evoluir para fibrose
global do glomérulo (MALHEIROS, 1998).

2.6 ESPESSURA NORMAL DA MEMBRANA BASAL GLOMERULAR

A avaliacdo da espessura da MBG é um parametro que auxilia no
diagndstico de doencgas renais associadas a malformacao e/ou a mutacfes das
cadeias constituintes do colageno (BARROS et al., 2012). Entretanto, alguns
estudos mostram que h& variagdes da espessura considerada normal da MBG
de acordo com as populagbes ou faixa etaria. Sato e colaboradores (2010)
analisaram a espessura da MBG de 19 pacientes (10 homens e 9 mulheres) e
1 autopsia de um bebé de nove meses, de descendéncia japonesa com DLM.
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Foram analisados dois glomérulos para cada amostra de bidpsia, calculada a
média aritmética e o DP de 10 a 15 pontos uniformemente distribuidos pela
alca glomerular e ndo observaram diferenca significativa entre os sexos. Na
infancia, de 3 a 11 anos (n:7), a média foi de 243 = 12nm, com aumento
discreto na fase adulta de 12 a 57 anos (n:8), com 353 + 20nm e com leve

reducdo na velhice 60 a 70 anos (n:4) com média de 287 + 25nm.

Para Kfoury e Frcpa (2012) que avaliaram a espessura da MBG em
pacientes Sauditas com DLM, com idade entre 2 a 70 anos. Foram avaliados
trés glomérulos por paciente, no total de 200 mensuracbes para cada
eletromicrografia. A espessura da MBG para os pacientes com idade entre 0 a
5 anos (n:5) foi de 211+ 7,4nm. Para a faixa etaria de 6-10 anos a média foi
correspondente a 276,1 + 40,9nm, os pacientes da faixa etaria de 11-17 (n:13)
a média foi de 326,9 + 18,9nm, para os pacientes com idade entre 18 a 60
anos (n:26) foi de 352,7+ 16,6nm, para os pacientes com idade superior a 60

anos (n:2) a média da espessura da MBG correspondeu a 372,5 + 3,5nm

Um estudo baseado em biopsia mensurou a espessura da MBG em 20
pacientes com idade entre 4 a 69 anos, utilizando dois métodos. O método
simplificado que consistiu em realizar 5 mensuragdes, distribuidos
uniformemente, ao longo da MBG e o método detalhado que consistiu em
realizar o numero maximo de medidas ao longo da MBG, com distancia de
4mm e determinaram a espessura da MBG de adultos entre 300 a 400nm. Os
pacientes foram subdivididos em trés grupos, com relacdo a espessura da
MBG: (A) normal, (B) fino, e (C) espesso. Foi considerado espessura normal da
MBG os pacientes adultos (n:8) que tiverem espessura entre 300 a 400nm e
criancas (n:1) com espessura de 200 a 300nm. A média de espessura da
MBG da crianca foi 251 + 40nm (média + desvio padrdo) pelo método
simplificado e 246 + 44nm pelo método detalhado. A média para os pacientes
adultos pelo método simplificado foi de 362 £ 92nm e 358 + 90nm pelo método
detalhado. (MARQUEZ et al., 2003).
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Utilizando o MD e o MIO, Ramage e colaboradores (2002), avaliaram a
espessura da MBG de 212 criangas, com idade variando 1,3 a 20,8 anos que
nasceram no Reino Unido e observaram que a espessura da MBG aumentou
ao longo da infancia, de 194 £ 6,5nm (média £ SE) em um ano para 297 £ 6 nm

aos 11 anos, com uma taxa de aumento reduzida apés os 11 anos de idade.

No entanto, ndo ha critérios definidos ou concordancia uniformes dos
limites da espessura considerada normal da MBG provavelmente por causa da
dificuldade na obtencao de tecido renal normal adequada para medi¢cGes de
controle. Outra questdo € a ndo padronizacdo de meétodos utilizados para a
mensuracao (HALA KFOURY, 2016). O MD e o MIO sdo os métodos mais
utilizados para mensurar a espessura da MBG, segundo a literatura (SZETO et
al, 2010; RAMAGE et al., 2002; DAS; PICKETT e TUNGEKAR, 1996; JENSEN,
GUNDERSEN e MSTERBY, 1978; DISCHE et al., 1990). Desta forma &
recomendavel que cada servico de nefropatologia realize a sua padronizacdo
com a populacao de estudo (BARROS, et al., 2012; SATO et al., 2010).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Definir a espessura normal da membrana basal glomerular na
populacdo submetida a biépsia renal em Salvador como parametro para

o diagndstico de altera¢des glomerulares.

3.2 ESPECIFICOS

1. Comparar dois métodos de histomorfometria para mensurar a

espessura da membrana basal glomerular;

2. Definir os valores da espessura normal da membrana basal
glomerular em diferentes faixas etarias: 0-10, 11-20, 21-30, 31-40 e >

60 anos;

3. Elaborar um manual de referéncia como apoio ao diagnéstico das

doencas renais glomerulares.
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4 METODOLOGIA
4.1 PACIENTES

Trata-se de um estudo de corte transversal, avaliando-se bidpsias de
rim, armazenadas no Servico de Microscopia Eletronica (SME) do Instituto
Goncalo Moniz (IGM) - FIOCRUZ- BA. As biopsias foram processadas para fins
de diagndstico, provenientes de pacientes dos principais servi¢os de referéncia
em nefrologia do estado da Bahia (Hospital Roberto Santos, Hospital Ana Neri,
Hospital Santo Antbnio e Hospital Estadual da Crianca-Feira de Santana).
Inicialmente seriam avaliados dez individuos por faixa etaria, distribuidas em
sete grupos: 0 a 10, 11 a 20, 21 a 30, 31 a 40, 41 a 50, 51 a 60 e >60 anos. No
entanto, devido ao numero pequeno de pacientes incluidos na pesquisa,
obteve-se um total de cinco grupos: 8 individuos na faixa etaria de 0 a 10 anos
7 com idade entre 11 a 20 anos, 9 individuos na faixa etéria de 21 a 30 anos, 7

com idade entre 31 a 40 anos e 1 paciente com idade superior a 60 anos.

Para realizacdo desse estudo nés utilizamos os seguintes critérios de

inclusdo e exclusao:

e Critérios de inclusao:
v’ Biopsias de pacientes com alteracdes glomerulares minimas
v Presenca de pelo menos um glomérulo nos cortes semifinos

(preparatério para microscopia eletrénica).

e Critério de excluséo:
v' Pacientes com diagnéstico de Diabetes Mellitus ou glicemia
elevada e/ou em uso de hipoglicemiantes.
v' Pacientes que apresentavam hematudria (23 por campo) no
periodo da biopsia.

v" Auséncia de glomérulo nos cortes semifinos
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4.2 PROCESSAMENTO DE AMOSTRA E ANALISE EM MICROSCOPIA
ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os fragmentos de tecido renal dos pacientes foram obtidos por meio de
bidpsia do rim, realizada pelo médico nefrologista na unidade hospitalar. Apos
a coleta, os fragmentos foram imediatamente mergulhados em uma solucao
fixadora contendo 2% de glutaraldeido em tampao cacodilato de sédio 0,1M.
Em seguida, as amostras foram encaminhadas ao SME onde foram
processadas, seguindo as seguintes etapas: os fragmentos renais fixados,
guando necessario, sdo seccionados com uma navalha de bisturi ou lamina de
aco inoxidavel, subdividindo-os em sub-fragmentos de aproximadamente 1 x 1
mm; em seguida foram lavados com tampéo cacodilato de sodio 0,1M e pés-
fixados com a mistura de tetroxido de é6smio 1%, ferricianeto de potéssio 0,8%
e cloreto de calcio 5mM em tampao cacodilato de sédio 0,1M, por uma hora,
protegido da luz; em seguida foram desidratados em série crescente de
acetona na concentracdo de 30 a 100%; e por fim foram incluidos em resina
epoxi tipo PolyBed 812® e polimerizadas por 72 horas em estufa a 60°C.

Foram feitos cortes semifinos (SF) dos blocos, com espessura de
aproximadamente 1um, utilizando o ultramicrétomo Leica EM UC7, em navalha
de vidro, previamente confeccionada. Os cortes obtidos foram aderidos em
lamina de vidro e corados com a solucdo de Azul Il e Azul de metileno. Em
seguida, os cortes foram analisados em microscopio de campo claro, para

identificar os blocos que apresentavam glomérulo em evidéncia.

Depois de selecionados, foram feitos cortes ultrafinos (UF), com
espessura de aproximadamente 70nm, dos blocos selecionados com glomérulo
em evidéncia, utilizando o mesmo ultramicrotomo citado anteriormente, em
navalha de diamante. Os cortes foram coletados em grades de cobre de
200MESH e contrastados na solucao de acetato de uranila a 6% e na solugéo
de citrato de chumbo. Posteriormente, os cortes foram observados no MET
JEOL 1230, a 80Kv, e regides das alcas glomerulares foram

eletromicrografados em aumento de 10.000x.
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4.3 ANALISE DE PRONTUARIOS E/OU RELATORIO DE
SOLICITACAO DE BIOPSIA RENAL

O servico de nefropatologia do IGM registrou entre os anos de 1998 a
maio de 2017 um total de 1.422 bidpsias renais processadas para MET. Dentre
estas biopsias, 127 pacientes tiveram o diagnéstico de AGM. Os dados clinicos
e laboratoriais desses pacientes foram analisados nos relatorios de solicitacdo
de biopsia renal, ou, quando néo localizadas as informac6es nestes relatorios,
foram avaliados os prontuarios medicos nos respectivos hospitais (HGRS,
HAN, HEC e HSA). As variaveis analisadas foram: diagndstico de Alteracao
Glomerular Minima, género, idade, niveis séricos de creatinina, diagndstico de
Diabetes Mellitus ou glicemia elevada e/ou em uso de hipoglicemiantes e a

presenca de hematuria no periodo da biopsia.

Foram excluidos os casos em que havia a descricdo de diagndstico de
diabetes ou glicemia elevada e/ou em uso de hipoglicemiantes. Os casos com
registro de nimero de hemacias por campo na urina maior ou igual a trés
também foram excluidos do estudo. Foram localizados os relatorios de
solicitacdo de biopsia renal dos 127 pacientes com diagndéstico de AGM.
Destes, 32 foram excluidos, um com diabete e 31 por apresentar hematuria, e
14 pacientes foram incluidos. Em 81 solicitacbes ndo foram localizadas as
informacfBes pesquisadas, passando estes casos a serem pesquisados nos

prontuarios meédicos.

Vinte e um paciente ndo tiveram os prontuérios localizados para analise.
Dos 60 prontuarios disponiveis, 25 pacientes foram excluidos - dois pacientes
com diabetes e 23 por apresentarem hematuria no periodo da biopsia. Apos
analise dos relatérios e dos prontuarios, um total de 49 pacientes estavam

dentro dos critérios de inclusdo para participar no estudo (Figura 5).
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Figura 5: Fluxograma das etapas de andlise de prontuarios e/ou relatério de
solicitacéo de bidpsia renal.

4.4 CORTES SEMIFINOS E ULTRAFINOS

Foram localizados os blocos das biépsias dos 49 pacientes identificados,
correspondendo a 296 blocos no total (em média seis blocos/paciente). Foram
realizados cortes SF de todos os blocos e pesquisado a presenca de
glomérulo. Quatorze pacientes nao apresentaram glomérulo em nenhum dos

blocos, impossibilitando a participacdo na pesquisa. (Figura 6).

Apods a triagem na observacao dos cortes semifinos, trinta e cinco pacientes
apresentaram um ou mais glomérulos em evidéncia, um paciente possuia duas
biépsias, sendo avaliada apenas uma. Foram encaminhados para a realizacdo
de corte UF 70 blocos (34 pacientes). Foram obtidos cortes UF das biépsias de
32 pacientes, correspondendo a 57 blocos. Os blocos de dois pacientes
apresentaram problemas na infiltracdo da resina PolyBed, impossibilitando a
obtencdo de cortes UF. Ao final foram observadas e fotografadas no MET

amostras de 32 pacientes (Figura 7).
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Figura 6: Fluxograma do total de cortes semifinos.
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Figura 7: Fluxograma do total de cortes ultrafinos realizados.

4.5 ANALISE DAS ELETROMICROGRAFIAS

A espessura da MBG foi mensurada utilizando o Software ImageJ, um
programa de processamento e analise de imagem de acesso livre. Para

realizagdo desse trabalho foram aplicadas duas técnicas de medidas: método
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direto (MD) e o método de interceptacdo ortogonal (MIO), por serem 0s
métodos mais utilizados na literatura. Passo a passo da realizagdo da
mensuracao da espessura da MBG esta descrito no manual em apéndice. Os
parametros para realizacdo da mensuracdo foram estabelecidos segundo os
artigos (SZETO et al, 2010; RAMAGE et al.,, 2002; DAS; PICKETT e
TUNGEKAR, 1996; JENSEN, GUNDERSEN e MSTERBY, 1978; DISCHE et
al., 1990)

4 5.1 Método Direto

O MD consiste na medida da espessura da MBG em apenas um glomérulo, em
regibes retilineas e uniformes de uma alca glomerular, excluindo &reas
obliquas e de mesangio. Trés a cinco campos do glomérulo com estas
caracteristicas foram fotografados no aumento de 10.000x. Em cada imagem,
foram realizadas trés a cinco medidas ao longo da al¢ca glomerular com
distancia de trés micrometros entre elas, conforme ilustrado na Figura 8. A
partir das medidas realizadas, foi calculada a média aritmética e o desvio

padrdo por paciente.
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Figura 8: Mensuracéo da espessura da MBG pelo método direto — Medidas

realizadas por alca glomerular com distancia de 3um entre elas. Uma reta ( )
era tracejada entre os limites da MBG para a mensuracdo da espessura sua
espessura.

4.5.2 Método de Interceptacédo Ortogonal

O MIO consiste na medida da espessura da MBG em pelo menos dois
glomérulos em regides retilineas e uniformes de uma alga glomerular,
excluindo areas obliqguas e de mesangio. Em torno de nove areas foram
fotografadas dos glomérulos observados por paciente. Para a realizacao das
medidas, uma grade 200x200nm foi sobreposta as eletromicrografias, para
identificar os pontos para a realizacdo das mensuracdes. Apenas nos pontos
de interceptacdo dos vértices da grade com o limite da MBG da face endotelial
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foram realizadas as medidas, conforme ilustrado na figura 9. Foi calculada a

média harmonica de todas as medidas realizadas por paciente.

Figura 9: Mensuracdo da espessura da MBG pelo método de interceptacao
ortogonal — Identificacdo dos pontos onde o vértice da grade coincidia com a

superficie endotelial da MBG (©). Uma reta era tracejada () até o limite da
membrana do lado associado aos poddcitos.

4.6 ANALISES DOS RESULTADOS

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism®
Versao 5.01, os resultados foram apresentados em forma de tabelas e graficos,
expressos por média + desvio padrdo. Para calcular a média aritmética e a

média harmonica foi utilizado o programa Microsoft Office Excel 2013. O teste
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Andlise de Variancia (ANOVA) e o pos teste de Tukey's, foram aplicados para
as faixas etarias analisadas e para analise por género dos pacientes,
considerando os resultados significativamente somente quando p<0,05. Os
testes de normalidade D’Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-
Smirnov foram aplicados para avaliar se os valores da espessura da MBG
apresentaram distribuicdo normal. Para avaliar se havia correlagédo entre os
valores encontrados da espessura da MBG utilizando o método direto e método
de interceptacao ortogonal e/ou a idade e a espessura da MBG, foi realizado o

teste de correlacao de Pearson.

A partir dos resultados obtidos, foi elaborado um manual de apoio ao
diagnostico das doencas renais glomerulares para o IGM- FIOCRUZ/BA e
disponibilizado para os demais servigos de nefrologia interessados.

4.7 CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho foi conduzido de acordo com resolu¢cdes N°. 196/96 Conselho
Nacional de Saude
(http://conselho.saude.gov.br/Web comissoes/conep/aquivos/resolucoes/23 ou
t versao final 196 ENCEP2012.pdf) e No. 039/2011

(http://conselho.saude.gov.br/web comissoes/conep/carta circular/Uso de da

dos_de prontuarios para fins_de Pesquisa.pdf e os procedimentos foram

aprovados pela Comité de ética do Instituto Goncalo Moniz, Fiocruz-BA, e

conduzido de acordo com o parecer n° 1.579.664.


http://conselho.saude.gov.br/Web_comissoes/conep/aquivos/resolucoes/23_out_versao_final_196_ENCEP2012.pdf
http://conselho.saude.gov.br/Web_comissoes/conep/aquivos/resolucoes/23_out_versao_final_196_ENCEP2012.pdf
http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/carta_circular/Uso_de_dados_de_prontuarios_para_fins_de_Pesquisa.pdf
http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/carta_circular/Uso_de_dados_de_prontuarios_para_fins_de_Pesquisa.pdf
http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/carta_circular/Uso_de_dados_de_prontuarios_para_fins_de_Pesquisa.pdf
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

Dentre os 32 pacientes incluidos, 62.5% (20) eram individuos do sexo
masculino e 37.5% (12) do sexo feminino. As idades variaram de 3 a 62 anos
com meédia de 20,3 anos. 63,6% (21) se caracterizavam clinicamente por
sindrome nefrética com perda de proteina na urina e creatinina variando de 0.2

a 1.40 mg/dL, conforme Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas gerais dos pacientes submetidos a biopsias
renais com diagnostico de AGM, incluidos nesse trabalho.

PARAMETRO % (VALOR ABSOLUTO)
Amostra (n) 32
#
Idade 20,3
Amplitude 3.62
Sexo
Masculino 62,5% (20)
Feminino 37,5% (12)
Sindrome Nefrética 63,6% (22)
- 4
Creatinina 0,60 mg/dL
Amp'ltUde 0,25 - 1,40*
" Média

* Total de 25 pacientes analisados

Quanto a faixa etaria, a maioria dos pacientes incluidos no nosso estudo
(N:31/98,9%) tinha idade entre 0 a 40 anos e apenas um paciente com idade
superior a 60 anos. Nenhum paciente na faixa etaria de 41 a 60 anos foi

incluido (Tabela 2).
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Tabela 2: Numero de pacientes distribuidos por faixa etaria.

FAIXA ETARIA  VALOR ABSOLUTO (%)

0-10 8 (25)
11-20 7 (21,9)
21-30 9 (28,1)
31-40 7 (21,9)
41-50 - -
51-60 - -

>60 1 (31)

TOTAL 32 (100)

5.2 MEDIDA DA ESPESSURA DA MBG PELO METODO DIRETO

A mensuracdo da espessura MBG dos trinta e dois pacientes com
diagnésticos de AGM, foi avaliada pelo MD. Dezesseis medidas de um

glomérulo foram realizadas por paciente, totalizando 512 medidas.

As médias da espessura da MBG em diferentes faixas etarias de todos
0s pacientes estdo representadas na figura 10. Na faixa etaria de 0-10 anos
(N:8) a média, o desvio padrdo, o primeiro e o terceiro quartis foram 370,4 £
43,56nm, 356,5nm, 374,4nm. Na faixa etaria de 11 a 20 anos (N:7), 377,6
55,49nm, 330,5nm, 431,2nm. Na faixa etaria de 21-30 anos (N:9), 381,8
52,68nm, 336,3nm, 422,8nm. Na faixa etaria de 31-40 anos (N:7), 388,6

52.84nm, 350,1nm, 448nm. Nao foi observado diferenca estatistica significante

+ +

I+

entre as meédias da espessura da MBG nas diferentes faixas etarias analisadas
(P <0,05). A medida da espessura da MBG de um paciente com idade superior
a 60 anos (63 anos) foi calculada pelo método direto e apresentou média de

333 = 74,28nm (média £ DP), dado n&o representado no gréfico.
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Figura 10: Espessura da MBG avaliada pelo método direto por faixa
etaria. Nao houve diferenca entre as faixas etarias (p =0,9379).

Para analise de correlagdo entre os valores da média da espessura da
MBG e a idade dos pacientes analisados individualmente, foi aplicado o teste
estatistico de correlacdo de Pearson e observou-se auséncia de correlacao
com r= 0.068 e p=0,4352 (Figura 11). Avaliando todos o0s pacientes,
independente de faixa etaria, as médias variaram de 300 - 469nm, e a média
geral foi de 380,4nm com desvio padréo de 48,71nm.
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Figura 11: Andlise de correlagdo da espessura da MBG, avaliada pelo
método direto, e a idade dos pacientes. Nao foi observado correlacdo entre
as duas variaveis (Pearson, r= 0.06845; p=0,4352).
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N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os pacientes do
sexo masculino (N:19) com média + DP de 392,2 + 52,55nm (Q1 359nm e Q3
448nm) e feminino (N:12) com 359,3 + 35,84nm (Q1 331nm e Q3 388nm)
(Figura 12).
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Figura 12: Espessura da MBG por sexo, analisado pelo método direto.
N&o houve diferenca entre género (Teste t, p=0,0678).

53 MEDIDA DA ESPESSURA DA MBG PELO METODO DE
INTERCEPTACAO ORTOGONAL

Dos trinta e dois casos incluidos no estudo, apenas vinte pacientes
foram avaliados pelo MIO, pois estes apresentavam pelo menos dois
glomérulos para serem avaliados. Os que s6 apresentavam um glomérulo em
evidéncia ndo poderiam ser avaliados por este método. Quarenta e seis
glomérulos foram avaliados de todos os pacientes incluidos, sendo que foram
realizadas em média 24 medidas por glomérulo, totalizando 1.091 medidas.

A média, o desvio padrédo, o primeiro e o terceiro quartis da espessura
da MBG dos pacientes com idade de 0-10 anos (N:7) foi de 375,8 + 57,60nm,
329,7nm, 399,9nm. Na faixa etaria de 11 a 20 anos (N:5) 392,2 + 36,14nm,
362,7nm, 418,7nm. Na faixa etaria de 21-30 anos (N:4) 361,7 + 60,24nm,
326nm, 423,3nm. Na faixa etaria de 31-40 anos (N:4) 359,8 + 50,03nm, 318,6 e
410,1nm. Nao houve diferenca significativa entre as faixas etarias analisadas
(P <0,05) (Figura 13).

+
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Figura 13: Espessura da MBG avaliada pelo método de interceptacédo
ortogonal nas faixas etérias 0-10, 11-20, 21-30 e 31-40 anos, (ANOVA, pés-
teste de Tukey, p =0,77).

Foi avaliada a correlacdo entre os valores da média da espessura da
MBG pelo MIO e a idade dos pacientes analisados individualmente, para isso
foi aplicado o teste estatistico de correlacdo de Pearson e observou-se que nao
houve associagdo estatisticamente significante com r=-0,1855 (Figura 14).
Avaliando os pacientes, independente de faixa etaria, as médias variaram de

309 — 482nm, e a média geral de 373,5nm com desvio padrao de 48,91nm.
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Figura 14: Analise de correlacédo entre a espessura da MBG pelo método de
interceptacdo ortogonal e a idade dos pacientes, (Pearson, r= 0,1855; p=
0,4336).
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Para o sexo masculino (N=12) analisado pelo MIO a média + desvio
padrao foi de 387.3 £ 54,70nm (Q1 333nm e Q3 430,5nm). Para o sexo
feminino (N=8) os valores foram de 353,9 + 34,76nm (Q1 326,3nme Q3
386,8nm). (Figura 15). Também nao foi observado diferenca estatisticamente

significante entre os sexos, avaliando pelo MIO.
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Figura 15: Média da espessura da MBG, por sexo, dos pacientes
analisados pelo MIO (Teste t, p=0,1446).

5.4 COMPARACAO ENTRE O METODO DIRETO E O METODO DE
INTERCEPTACAO ORTOGONAL

A tabela 3 apresenta as médias da espessura da MBG obtidas pelo os
dois métodos utilizados, método direto e de interceptacdo ortogonal, nas
diferentes faixas etarias avaliadas. Observa-se um discreto aumento na faixa
etaria de 11 a 20 anos pelo método de interceptacdo ortogonal. No entanto,
para as outras faixas etarias (0-10, 21-30 e 31-40 anos) o método direto
mostrou valores mais elevados, essa diferenca pode ser justificada pelo

ndmero de pacientes analisados terem sido maiores nesse método.



46

Tabela 3: Comparagdo entre as médias das duas técnicas utilizadas para
mensuracao.

Método direto Interceptacéao ortogonal
Faixas etarias N Média + DP N Média + DP
0- 10 anos 8 370,4 £ 43,56nm 7 375,8 £57,60nm
11- 20 anos 7 377,6 £55,49nm 5 392,2 + 36,14nm
21- 30 anos 9 381,8 £ 52,68nm 4 361,7 £ 60,24nm
31- 40 anos 7 388,6 £ 52,84nm 4 359,8 £ 50,03nm
>60 anos 1 333 = 74,28nm

N&o houve diferenca estatisticamente significante da espessura da MBG
entre 0s géneros analisados (P < 0.05), independentemente do método
utilizado. A tabela 4 compara as médias e DP dos dois métodos de analise.

Tabela 4: Comparagdo entre as médias das duas técnicas utilizadas para
mensuracao, distribuidas por género.

Método direto Interceptacgéo ortogonal
Sexo N Média + DP N Média + DP
Masculino 19 392,2 + 52,55nm 12 387.3 + 54,70nm
Feminino 12 359,3 + 35,84nm 8 353,9 + 34,76nm

Para andlise de correlacdo entre os valores das médias dos pacientes
analisados individualmente e os métodos de mensuragéo utilizados para medir
a espessura da MBG, foi aplicado o teste estatistico de correlacdo de Pearson

e observou-se uma associagao positiva com r=0,8973 (p<0,0001) (Figura 16).
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Figura 16: Correlagdo entre o método direto e o método de interceptacao
ortogonal pelo teste de estatistico de correlagdo de Pearson, r=0,8973.

A Distribuicdo dos valores da espessura da MBG pelo namero de
pacientes, avaliadas tanto pelo MD como pelo MIO, apresentou distribuicdo
normal, analisados pelos métodos estatisticos de D’Agostino & Pearson,
Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. No método direto, o intervalo de
espessura da MBG que apresentou maior Distribuicdo foi de 370 a 404nm,
engquanto que pelo MIO foi de 310 a 344 (Figura 17 A e B).
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Figura 17: Distribuicdo dos valores da espessura da MBG pelo niamero de
pacientes, avaliadas tanto pelo MD (A) como pelo MIO (B).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo mensuramos a espessura da MBG em uma populacao de
pacientes submetidos a bidopsia renal em Salvador para definir os valores de
referéncia que servirdo no auxilio do diagnostico de doencgas glomerulares. A
mensuracao da espessura da MBG foi realizada utilizando dois métodos, o MD
e 0 MIO, a partir dos quais estimamos o valor da espessura normal da MBG em
380,4 + 48,71nm (média = DP) e 373,5 + 48,91nm, respectivamente. Nao
houve diferenga estatisticamente significante entre os valores encontrados
usando os dois métodos. Esses valores estdo de acordo com os publicados por
Marquez e colaboradores (2003), que estimaram a espessura normal da MBG,
de adultos entre 300 a 400nm.

Foi observado em alguns estudos, que ha um aumento da espessura da
MBG de acordo com a idade, principalmente na passagem da infancia para a
fase adulta (HALA KFOURY, 2016; RAMAGE et al., 2002). Entretanto, no
presente trabalho ndo observamos diferencas significativas entre as diferentes
faixas etarias analisadas. Uma das razdes para essa diferenca entre nosso
trabalho e o de outros autores pode ser a utilizacdo mais restritiva de critérios
de exclusdo em nosso estudo. Com revisdo de prontuarios e medicacdes
usadas pelos pacientes para excluir casos de DM e hematuria. Nao podemos,
contudo, descartar a possibilidade de que ndo tenhamos observado diferencas
devido ao pequeno numero de pacientes que tivemos oportunidade de estudar
em algumas faixas etérias. Esta em pauta a continuidade deste estudo com

melhoria ha amostragem de pacientes nas diferentes faixas etarias.

Comparando a espessura da MBG de acordo com sexo dos pacientes, a
espessura da MBG no sexo masculino foi ligeiramente maior que no sexo
feminino, utilizando-se ambos os métodos de mensuragdo, entretanto, a
diferenca néo foi estatisticamente significante. Esse achado esta de acordo
com a literatura, na qual estudos mostram que, nao tem diferenca da
espessura da MBG com relagao ao sexo (MORITA M. et al.,1988; SATO et al.,
2010; RAYAT et al., 2005).

O MIO tem sido o método de escolha nos trabalhos estudados, tendo em

vista que sdo analisados mais glomérulos e séo realizados um maior numero
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de medidas por glomérulo, melhorando a acuracia da estimativa. Por outro
lado, o MIO é laborioso e consome muito tempo. O MD tem a vantagem de ser
mais simples e rapido apresentar resultados semelhantes aos encontrados com
o MIO. Contudo, DAS; PICKETT e TUNGEKAR, (1996) verificaram uma
tendéncia de obtencdo de estimativas mais baixas para a espessura da MBG
usando o MD. As estimativas com o MD foram em média 80nm menores que
as obtidas pelo com o MIO, mas a diferenca ndo foi estatisticamente
significante. Da mesma forma, Ramage e colaboradores (2002), observaram
gue os valores da espessura da MBG obtidos pelo MD eram menores do que
0os obtidos pelo MIO e além disso apresentaram maior variacdo. No nosso
estudo, os resultados obtidos utilizando os dois métodos, ndo tiveram
diferencas significativas. A tendéncia de obtencédo de resultados menores com
MD néo foi confirmada em nosso estudo. Além disso, foi verificada uma
correlagdo direta entre os dois métodos. Desta forma, devido ao menor tempo
e simplicidade de execucdo e de néo ter detectado diferencas significativas
entre 0os meétodos, que o MD seja mais adequado para uso na rotina

diagnéstica.

A tabela 5 resume os valores encontrados em alguns estudos da
estimativa da espessura normal da MBG. Como enfatizado em livros de texto
de Nefropatologia (CHURG et al., 1995), observam-se nesses dados ampla
variacdo de valores. Essas variagbes podem refletir diferencas existentes nas
populacdes originarias de diferentes paises ou decorrentes de limitacbes
técnicas como dificuldade em obter tecido renal normal apropriado para
medicbes e diferencas no processamento dos fragmentos de rim para analise
por MET (HALA KFOURY, 2016; RAMAGE et al., 2002). Essa observacao
reforca a importancia deste estudo centrado na amostra processada em um
laboratorio de referéncia de Salvador, BA, Brasil, como ferramenta para o

diagndstico de doencas glomerulares que comprometem a MBG.

Uma das limitacbes desse trabalho foi a auséncia de individuos na faixa
etaria de 41- 60 e a ocorréncia de apenas uma amostra de paciente acima de
60 anos. Entretanto, em outros trabalhos ndo foi observado diferengas na
espessura da MBG entre individuos na faixa etaria de 41- 60, e foi verificado

uma tendéncia a reducédo da espessura da MBG em individuos acima de 60
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anos (SATO et al., 2010). Esta limitacdo motiva a continuidade do estudo para
ampliar o numero de individuos analisados e localizar individuos nas faixas
etarias ndo encontradas neste estudo, tornando desta forma os valores mais

representativos.

Na literatura, ha uma escassez de estudos que avaliam a espessura
normal da MBG. Sendo o presente trabalho, provavelmente, o primeiro que
avalia individuos da populagdo brasileira. Desta forma, 0s nossos resultados
poderdo auxiliar no diagnéstico de glomerulopatias com alteracbes da
espessura da MBG com valores mais proximos da populacao local, tanto em
nosso setor de nefropatologia como em outros servicos. Além da divulgacao
dos resultados obtidos em artigo cientifico, elaboramos um manual contendo os
procedimentos detalhados para uso dos dois métodos de mensuracdo da
espessura da MBG e uma tabela dos valores de referencia obtidos neste

estudo, como instrumento de apoio diagnostico de glomerulopatias.



Tabela 5: Valores da espessura normal da MBG estimadas em diferentes estudos.
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Autores Pais Medida da espessura da MBG
(Ano) Faixa etéria (n) média + DP
MD
0- 10 anos (n:8) 370,4 £ 43,56nm
11- 20 anos (n:7) 377,6 £55,49nm
21- 30 anos (n:9) 381,8 £ 52,68nm
31- 40 anos (n:7) 388,6 £ 52,84nm
Neste estudo Brasil >60 anos (n:1) 333+74,28nm
MIO
0-10anos (n:7) 375,8 +57,60nm
11- 20 anos (n:5) 392,2 + 36,14nm
21- 30 anos (n:4) 361,7 £ 60,24nm
31-40 anos (n:4) 359,8 + 50,03nm
0-5 anos (n:5) 211.0+ 7.4 nm
HALA KFOURY Ardbia | 6-10 anos (n:7) 276.1 + 40.9nm
(2016) Saudita | 11-17 (n:13)  326.9 +18.9nm
18-60 (n:26) 352.7 £ 16.6nm
>60 (n:2) 372.5+3.5nm
3 meses de idade (n:1) 115+ 36nm
SATO et al. Japao 3allanos (n:7) 243 +12nm
(2010) 12a57anos  (n:8) 353 +20nm
60 a 70 anos (n:4) 287 = 25nm
RANGAYYAN et C d
al. (2010) anada 31e86 (n:2) 348 +135nm
RAYAT, C.S. et al.
(2005) india 18-58 anos (n:25) 321 +28nm
4 a 69 anos
MARQUEZ et al. Nicosia
(2003) 4 anos (n:1) 246 +44nm
>4 (n:8) 362 +92nm
RAMAGE et al. Reino unido | 1 —20anos  (n:212)
(2002)
1 ano 194 £ 6,5nm
>]1 297 £ 6,0nm
DISCHE, F. et al.
(1990) Inglaterra | 15-57 anos (n:20) 396 £ 31-7nm
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MORITA M. et al.
(1988)

Caucasiano
e

Asiatico

Caucasiano (24)
Asiatico (11)

1 ano

3 anos

5 anos

7 anos
9-13 anos

281+ 33nm
273+ 38nm

220
260
280
300
310

Intervalo
100-340
130-380
160-410
180-430
190-440
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CONCLUSAO

. O valor da espessura normal da MBG na populacdo de Salvador pelo

método direto correspondeu a 380,4 + 48,71nm (média £ DP).

. O valor da espessura normal da MBG na populacdo de Salvador pelo
método interceptacao ortogonal foi de 373,5 + 48,91nm (média + DP);

. Existe correlacéo positiva entre as duas técnicas aplicadas para mensurar a
espessura da MBG. Este resultado permite recomendar a utilizacdo do
método direto na rotina de analise para diagndéstico, pois se trata de um
método mais simples e rapido para execug¢do, comparado com o método de

interceptacao ortogonal;

. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre as faixas etérias
analisadas, independentemente do método de mensuracéo;

. Nao foi encontrada correlacéo entre a idade e a espessura da MBG;

. N&o houve diferenga estatisticamente significante entre 0s sexos.
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