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INTRODUCAO

A avaliacdo da espessura da Membrana Basal Glomerular (MBG) é
essencial no diagnostico de doencas glomerulares que causam alteracdes em
sua estrutura como a Sindrome de Alport (SA) e a Doenca de Membrana Basal
Fina (DMBF) (OKADA et al.,, 2014). Entretanto, observa-se, na literatura,
variacbes dos valores da espessura da MBG, criando dificuldades para
categorizar uma das patologias referidas acima (WU; DIKMAN, 2010). Estas
variagbes podem ser atribuidas a técnica de processamento das amostras e
variacdes inerentes da populacdo observada (RAMAGE et al.,, 2002). Desta
forma, € recomendavel que cada servico de nefropatologia avalie a espessura

da MBG da populacéo local, afim de obter valores de referéncia fidedignos.

Este manual descreve 0 passo a passo para a realizagcdo da mensuracao
da MBG em imagens obtidas por microscopia eletrénica de transmissao (MET),
utilizando os dois métodos morfométricos recomendados na literatura: o0 método
direto (MD) e o método de interceptacédo ortogonal (MIO). Pelo MD avalia-se
apenas um glomérulo, enquanto MIO avalia-se pelo menos dois glomérulos por
paciente. No estudo que realizamos, ndo observamos diferencas significativas
dos resultados obtidos utilizando os dois métodos. Por outro lado, em relagéo a
execucao, MD € um método menos complexo, mais rapido de ser executado, 0
que facilita de ser aplicado na rotina diagnéstica. Contudo, o MIO é recomendado
em avaliac6es mais detalhadas da espessura da MBG de uma populacéo, visto
que, o numero de glomérulos analisados, o numero de eletromicrografias obtidas

de cada glomérulo e, finalmente, o nimero de medidas realizadas sao maiores.

Para as mensuracdes descritas neste manual, utilizamos o programa de
morfometria ImageJ, o qual possui acesso livre. Apresentamos um tutorial para
realizar a instalacdo e utilizagcdo das ferramentas do ImageJ aplicadas na
mensuracdao da MBG. Um aspecto importante para obtencédo de resultados
consistentes, € garantir que as etapas de processamento das amostras de rim,

incluindo fixacgéo, incluséo e corte, sejam seguidas de forma padronizada.
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O procedimento seguido neste estudo para o processamento de amostras
para andlise por microscopia eletrdnica de transmissdo esta descrito no
apéndice 4 e tem como referéncia: livros, manuais de uso corrente e na
experiéncia adquirida do Servico de Microscopia Eletrénica (SME) — FIOCRUZ-
BA no processamento de amostras de rim e outras amostras bioldgicas ao longo
de cerca de 30 anos de funcionamento.

Além do procedimento de mensuracao, serdo apresentados os resultados
encontrados no nosso estudo na populacdo submetida a bidpsia renal nos
hospitais de referéncia em Nefrologia de Salvador-BA. Para efeito de
comparacdo, apresentaremos ainda dados correntes na literatura, sobre
estimativas da espessura da MBG realizadas em outros Centros. Espera-se que

este manual torne-se uma ferramenta util no diagndéstico de glomerulopatias.
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1. ANALISE MORFOMETRICA

1.1 METODO DIRETO

O método direto (MD) consiste na medida da espessura da MBG em
apenas um glomérulo, em regides retilineas e uniformes de uma al¢ca glomerular,
excluindo areas obliquas e de mesangio. No primeiro momento deverdo ser
fotografados no aumento de 10.000x, trés a cinco campos do glomérulo.
Posteriormente, deverdo ser realizadas trés a cinco medidas, para cada imagem,
ao longo da alca glomerular com distancia de trés micrémetros entre elas. A partir
das medidas realizadas, devera ser calculada a média aritmética e o desvio

padrao da espessura da MBG do paciente.

ApOs a aquisicdo das imagens no microscopio eletrénico de transmissao
das areas de interesse, seguir 0s passos apresentados abaixo para a
mensuracao da espessura da MBG utilizando o Software ImageJ (descrito no

apéndice 1):

1° - Abrir a imagem da eletromicrografia a ser mensurada, utilizando o programa
ImageJ, clicando em File, situado no menu de ferramentas, e depois Open na

lista de subcomandos.

4 Image! S u—‘—J‘: el X
2= Edit Image Process Analyze Plugins Window Help_.

New Al o|O]) ps 4] ] 7] | [»
Open_. @50 |(selections (right click to switch)

Open Next Ctrl+Shift+O

Open Samples *

Open Recent 4

Import 4

Close Ctrli+W

Close All Ctrl+Shift+W

Save Ctrl+S

Save As v

Revert Ctri+R

Page Setup...

Print... Ctrl+P

Quit
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2° — Calibrar a imagem conforme descrito no apéndice 1; esta calibracdo sera
necesséaria apenas uma vez, a cada inicio da utilizagdo do programa, sendo esta

valida para imagens obtidas com o mesmo aumento;

3° — Identificar regides retilineas da alca glomerular, onde serédo realizadas as
mensuracdes, conforme ilustrado abaixo:
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4° - Ampliar a imagem para melhor visualizagdo das membranas das células
endoteliais e dos poddcitos, clicando em Image no menu de ferramentas e em
seguida em Zoom na lista de subcomandos. Clicar em In [+] para ampliar e Out

[-] para reduzir o tamanho da imagem.

4 Imagel = | =

File Edit Process Analyze Plugins Window Help
COJC e g e S AR P I I
Freehand sel Adiust .

Show Info... Ctrl+|
Froperties.__. Ctrl+Shift+P
Color r
Stacks *
Hyperstacks »
Crop Ctrl+Shift+X
Duplicate... Ctri+Shift+D
Rename._.
Scale... Ctrl+E
Transform »
Overlay ¥ QOut[]
Lookup Tables Original Scale Ctrl+4
View 100% Ctrl+5
To Selection
Scale to Fit
Set..
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3° — Medir a espessura da membrana usando a ferramenta line selection tools,
no menu de ferramenta. Clicar no limites inferior da MBG, abaixo do poddcito,
mantendo o botdo esquerdo do mouse pressionado, arrastar
perpendicularmente até o limite da célula endotelial e soltar o botdo do mouse,
ao final uma linha amarela ficara registrada na imagem, conforme ilustrado

abaixo:

4 Image)

s —T
——|[File Edit age Pr\gess Analyze Plugins Window Help
— ulOJ;Ileitiz\lAlqlwIDI oes| 4|8 ] 7|

|>>

_——

4 39-05 B1 MD.tif (G) (150%
13756.10x13756.10 nm (1128x1128); RGB; 4.9MB
M BT s i

>
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4° — Clicar em Analyze no menu de ferramentas, e depois selecionar o
subcomando Measure para calcular a distancia medida. Alternativamente,

pressione simultaneamente Ctrl+M no teclado para realizar a mesma funcéo.

4 Image)

ooz 4

IColor picker (255,255,255/0,0,0) Analyze Particles...

++,
++.

Summarize
Distribution...

Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...
" | Calibrate...

| Histogram
| Plot Profile
Surface Plot...
% Gels
1 Tools

Ctrl+H
Ctr+K

Apé6s acionar a funcdo Measure abrird uma janela “Results” com o valor da medida
realizada, dado em nm. Mantenha essa janela aberta até a conclusdo das medidas na

imagem avaliada, onde os valores serdo acumulados a cada medida.

4 Results ‘ B 3

5502677 81.588 54601 106509 -26.565 434522
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5°- Ao final da realizacdo das medidas, elas podem ser transferidas
automaticamente para uma tabela do Excel. Para isso, cligue em File no menu
de ferramentas e depois selecione o subcomando Save. Alternativamente,

pressione simultaneamente Ctrl+S no teclado para realizar a mesma fungéo.

,
4 Results ]

sz Edit Font Results

Min e Angle  |Length |

e — 24.6801 106509 -268.565 434522

4

Duplicate...

1]

K

Exemplo: Quatro medidas em uma algca do capilar glomerular, pelo MD.

4 39-05 B1 MDAif (G) (75%) [®] % T4 images o5 %
13755.10¢1 37561 O nm (11201 128)-RGE: 4.9MB File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Clol |l Al O] S )0 L) | |
4 Results =N
File Edit Font Resuits
[Area” [vean |Min__ |Max__ JAngle  |length | i
1 5502677 81598 54601 106509 -26565 434522
2 4312909 68.654 37667 104735 117.474 341947
3 4610351 90512 36.667 155617 84.094 360026
4 4759.072 68.387 42096 126.333 52.765 377239
. 0
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1.2 METODO DE INTERCEPTACAO ORTOGONAL

O método de interceptacdo ortogonal (MIO) consiste na medida da
espessura da MBG em pelo menos dois glomérulos em regides retilineas e
uniformes de uma alca glomerular, excluindo areas obliquas e de mesangio.
Inicialmente deveréo ser fotografados em torno de nove areas de cada glomérulo
observados por paciente. Posteriormente uma grade 200x200nm devera ser
sobreposta as eletromicrografias, para identificar os pontos onde ha
interceptacao dos veértices da grade com o limite da MBG da face endotelial que
deverdo ser mensurados. Devera ser calculada a média harmoénica e o desvio

padrao de todas as medidas realizadas por paciente, utilizado o programa Excel.

Apoés a aquisicdo das imagens no microscopio eletrénico de transmisséo das

areas de interesse, seguir trés etapas apresentados abaixo:

1° ETAPA: Construcéo da grade

Construir uma grade com distancia entre as linhas de 200nm, conforme descrito

no apéndice 2.
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2° ETAPA: Sobreposi¢cao da grade

Sobrepor a grade a imagem e identificar os pontos onde o vértice da grade
coincida com o limite da MBG da face endotelial, seguindo os passos descritos

abaixo:

1° Abrir a eletromicrografia e a imagem da grade obtida na etapa anterior no

programa PowerPoint.

2° Sobrepor a grade a imagem e identificar os pontos onde o vértice da grade

coincida com a superficie endotelial da MBG com um circulo ou uma seta.

3° Selecionar todas as figuras, agrupar e salvar em formato TIFF.
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3° ETAPA: Mensuragéo.

17

Mensurar a espessura da MBG, seguindo os passos descritos abaixo:

1° - Abrir a imagem obtida na etapa anterior, utilizando o programa ImageJ,

clicando em File, situado no menu de ferramentas, e depois Open na lista de

subcomandos.

= -

Iiﬂ Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Al o] pfsu| 4]~

e

New 4
Open Next Ctrl+Shift+O
Open Samples 4
Open Recent 4
Import 4
Close Ctrl+W
Close All Ctrl+Shift+W
Save Ctrl+S
Save As 4
Revert Ctr+R
Page Setup...

Print... Ctri+P
Quit

elections (right click to switch)

2° — Calibrar a imagem conforme descrito no apéndice 1; esta calibracdo sera

necessaria apenas uma vez, a cada inicio da utilizagdo do programa, sendo esta

valida para imagens obtidas no mesmo aumento;
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3° - Ampliar a imagem para melhor visualizacdo das membranas das células
endoteliais e dos poddcitos, clicando em Image no menu de ferramentas e em
seguida em Zoom na lista de subcomandos. Clicar em In [+] para ampliar e Out
[-] para reduzir o tamanho da imagem.

= ="
File Edit Im Process Analyze Plugins Window Help

[=kel[zES g 1 Y N I
Text tool (dou Adjust "
Show Info... Ctrl+
Properties... Ctrl+Shift+P
Color 4
Stacks 4
Hyperstacks 4
Crop Ctrl+Shift+X
Duplicate... Ctrl+Shift+D
Rename...
Scale... Ctri+E
Transform 4
Overlay ' Out[]
Lookup Tables ,| Original Scale Ctrl+4
View 100% Ctrl+5
To Selection
Scale to Fit
Set...
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4° — Medir a espessura da membrana usando a ferramenta line selection tools,
no menu de ferramenta. Clicar no limites inferior da MBG, abaixo do poddcito,
mantendo o botdo esquerdo do mouse pressionado, arrastar
perpendicularmente até o limite da célula endotelial e soltar o botdo do mouse,
ao final uma linha amarela ficara registrada na imagem, conforme ilustrado
abaixo:

£ image) P
File Edit cess Analyze Plugins Window Help
SE 2 ENAREE s

"¢ MIO manual .t (G) aso*x,

‘. v:‘?i '# Vd;l::?? wv»?
\rim‘ 1 A}L':
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5° — Clicar em Analyze no menu de ferramentas, e depois selecionar o
subcomando Measure para calcular a distancia medida. Alternativamente,

pressione simultaneamente Ctrl+M no teclado para realizar a mesma funcéo.

Image)
File Edﬂ Image Process [iElE= Plugins Window Help
Coja| ol < ). 4 o |7 | |-
Straight®, segmented or freehand Analyze Particles... ch)

O manual .4if (G) (150% Summarize
Distribution_..
Label
Clear Results

Set Measurements. ..

14061.35%13680.98 nm (1146x111
5w L

Set Scale
Calibrate._.
Histogram Ctri+H
Flot Profile Ctrl+K
Surface Plot. ..

Apés acionar a funcdo Measure abrird uma janela “Results” com o valor da
medida realizada, dado em nm. Mantenha essa janela aberta até a concluséo
das medidas na imagem avaliada, onde os valores serdo acumulados a cada

medida.

File Edit Font Results
|area [Mean [Min  |max  |angle |Length
4516542 82922 2224 245009 38047 355.146
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6° - Ao final da realizagdo das medidas, elas podem ser transferidas
automaticamente para uma tabela do Excel. Para isso, cligue em File no menu
de ferramentas e depois selecione o subcomando Save. Alternativamente,

pressione simultaneamente Ctrl+S no teclado para realizar a mesma fungéo.

T )

Edit Font Results

SaveAs.. cii+s |BEIOIES langle [Length |
2224 245009 383.047 355146

Rename...

Duplicate...

Exemplo: Medidas de uma alcga do capilar glomerular, pelo MIO.

& MIO manual tif (G) (88.0%)
[ T4067.35x13680.98 nim (1146x1115). RGB, 4 IMB

Image) am I L=

Nl Fie Edt Image Process Analyze Plugins Window Help

d Results (=@ % |
File Edit Font Results
[area [Mean [Min  [Max  [Angle  [Length [ =
4516.542 82922 2224 245009 38047 355.146

5118.747 89299 0735 245444 28887 402816
5269.299 68.719 1450 116778 -41.348 411688
4817645 74918 0234 172333 -57.804 385.848
4365990 69690 0992 251444 -60.751 348.009
4968.196 57.195 1.129 247525 -126.158 398.577

2 ook wN -
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2. ESPESSURA NORMAL DA MBG

Em nosso estudo avaliamos a espessura da MBG de pacientes com
diagnéstico histolégico de Alteracdes glomerulares minimas (AGM), que tiveram
bidpsias renais processadas e arquivadas no SME do IGM - FIOCRUZ- BA, entre
0s anos de 1998 a maio de 2017, procedentes de hospitais de referéncia em
nefrologia do estado da Bahia (Hospital Roberto Santos, Hospital Ana Neri,

Hospital Santo Antonio e Hospital Estadual da Crianca-Feira de Santana).

A mensuragao da espessura da MBG foi realizada utilizando o MD (N:32)
e 0 MIO (N:20). Usando o MD estimamos a espessura normal das membranas
basais glomerulares em 380,4 + 48,71nm (média + DP). Utilizando o MIO o valor
obtido foi de 373,5+ 48,91nm (média £ DP). A tabela 1 apresenta as médias da
espessura da MBG obtidas pelo os dois métodos, nas diferentes faixas etérias
0-10, 11-20, 21-30, 31-40e > 60 anos.

Tabela 1: Comparacgédo entre as médias das duas técnicas utilizadas para mensuragao.

Método direto Interceptacéo 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

A tabela 3 descreve a médias e desvios padrbes da espessura da MBG
obtidas em diferentes estudos. Entretanto, existem poucos trabalhos na literatura

reportando estimativas da espessura da MBG normal.
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Tabela 2: Valores da espessura normal da MBG estimadas em diferentes estudos.

Autores Pais Medida da espessura da MBG
(Ano) Faixa etaria (n) média + DP
0-5 anos (5) 211.0£ 7.4 nm
HALA KFOURY Ardbia | 6-10 anos (7) 276.1 + 40.9nm
(2016) Saudita | 11-17 (13) 326.9 + 18.9nm
18-60 (26) 352.7 £ 16.6nm
>60 (2) 372.5 £ 3.5nm
3 meses de idade (1) 115 + 36nm
SATO et al. Japdo | 3a1llanos (7) 243 +12nm
(2010) 12 a 57 anos (8) 353 £ 20nm
60 a 70 anos (4) 287 = 25nm
RANGAYYAN et Canad
al. (2010) anada 31le 86 (2) 348 £ 135nm
RAYAT, C.S. et al. )
(2005) india 18-58 anos (25) 321 £ 28nm
4 a 69 anos
MARQUEZ et al. Nicésia
(2003) 4 anos (1) 246 = 44nm
>4 (8) 362 £ 92nm
RAMAGE et al. Reino unido | 1 — 20 anos (212)
(2002)
1 ano 194 + 6,5nm
>1 297 £ 6,0nm
DISCHE, F. et al.
(1990) Inglaterra 15-57 anos (20) 396 + 31-7nm
Caucasiano (24) 281+ 33nm
Asiatico (12) 273+ 38nm
MORITA M. et al. | Caucasiano
(1988) e Intervalo
. 1 ano 220 100-340
Asiatico | 3 anog 260 130-380
5 anos 280 160-410
7 anos 300 180-430
9-13 anos 310 190-440
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APENDICE 1

SOFTWARE ImageJ

ImageJ é um programa de processamento de imagem baseado em Java,
0 que permite que ele seja executado em Linux, Mac OS X e Windows. E um
programa de dominio publico para analise de imagens cientificas produzido pelo
National Institute of Health (NIH, EUA). O ImageJ pode ser usado para exibir,
editar, analisar, processar, salvar e imprimir imagens de 8-bits, 16-bits e 32-bits
e 64 bits. Tem a capacidade de ler diversos formatos de imagem como TIFF,
GIF, JPEG, BMP, DICOM, FITS, Dm3. Além de calcular areas e estatisticas,
valores em pixel, com as sele¢des definidas pelo usuério. As possibilidades de
processamento de imagens permitidas pelo ImageJ incluem alteracbes do

contraste, da nitidez, suavizacao, deteccéo de bordas e filtros.
Sites para Download:

https://imagej.softonic.com.br/download

http://www.baixaki.com.br/download/imagej.htm

https://imagej.net/Downloads

/'
_,d_ Image) /é—izl

| File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help -
Qlo|c|of= 4[| Al o]0 s £lo ]2 | |»
[%=8447 55, y=5160.84, angle=-21.80, length=200 85 ~
—~
Barra de ferramenta \ Barra de status

Figura 1. Janela de ferramentas do programa ImageJ

Nome Funcéo

File Operacdes basicas de arquivos (abertura, gravagao, criacdo de
novas imagens).

Edit Operagbes de edicdo e desenho (recortar, copia e selecdo de
imagens).
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Image Ajusta as propriedades da imagem, por exemplo: cores, camadas
e aproximacao.

Process Processamento de imagem, incluindo operacdes pontuais, filtros e
operacdes aritméticas.

Analyze MedicOes estatisticas, perfis de perfil e histograma e outras
operacdes relacionadas para analise de imagens.

Plugins Comandos com opc¢des para desenvolvedores (criagdo de macros,
por exemplo) e alguns filtros de efeitos 3D.

Window Selecéo e gerenciamento de janelas abertas.

Help  Atualiza¢des, recursos de documentacéao e informacdes de versao.

As ferramentas usadas com maior frequéncia neste manual estao
apresentadas por numeros na barra de ferramentas abaixo:
1 2

|:],|O,|IZ|@ | ﬁ\|ﬂ|o\|€-r'j‘||:|| Dev

&+
SR

wldlo|A|l | |»

Figura 2. Barra de Ferramentas ImageJ

1 - Straight Line Selection Tool - Ferramenta de selecdo de linha reta. O

comprimento e o angulo da linha sédo exibidos na barra de status.

2 - Wand Tool — Ferramenta Varinha. Cria uma sele¢do na imagem

As imagens analisadas nesse manual foram gravadas no formato TIFF
(Taggedimage File Format). A calibracéo foi realizada para que os resultados

fossem expressos em nm, como demostrado no passo a passo a segulir:
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1° - Abrir uma eletromicrografia contendo escala no programa ImageJ. Para isto,
clicar no comando File, que fica situado no menu de ferramentas do programa,
em seguida em Open na lista de subcomandos e por fim selecionar o arquivo
desejado;

4 Imagel E@
Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

e Jala]ol0) s slo|7] | |-
elections (right click to switch)

Open Next Ctri+Shift+O

Open Samples 4

Open Recent 4

Import 4

Close Ctrl+wW

Close All Ctrl+Shift+W

Save Ctrl+S

Save As 4

Revert Ctrl+R

Page Setup...

Print... Ctrl+P

Quit
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2° — Clicar no icone da ferramenta wand tool situado no menu de ferramenta do
programa e em seguida selecionar a escala da imagem.

14 Image) EleEs
File Edit Image Progge®Qpalyze Plugins Window Help
dojalol< {8)ala ol s 4]e || | |-

Wand (tracing) tool

¢ Imageml.tif (75%) SIE s
7.50x7.50 inches (1028x1027); RGB; 4MB
R L % T

3° — Clicar em Image no menu de ferramenta e depois Show Information na lista
de subcomandos, entdo abrirA uma nova janela. Nesta janela, em Traced
Selection copie o valor apresentado entre parénteses no campo Width, que
corresponde a distancia em pixel.

d Imagel |l File Edit Font

File Edit I@ Process Analyze Plugins Window Help &
0o/ Twe B e Y A e e I Pixel size: 0.0067x0.0067 inch"2
“Straight*, se ht click to switch) .
Adjust L) ID: -2
Bits per pixel: 32 (RGE)
Properties. . Ctrl+Shift+P Mo threshold
Color D wMagnification: 0.50 ]
Stacks / Uncalibrated
Hyperstacks : Path; E:V67-07 BE MD manual tif
Crop Ctrl+Shift+X Screen location: 127,84 (1024%768)
Duplicate... Ctrl+Shift+D Overlay: 1 element
Rename... =
Scale... Cri+E Traced Selection
Transform D ¥ 0.29 (43)
S ' ¥ 7.23 (1084)
SEEy ' Vidth: 1.09 (163)
Lookup Tables > Height: 0.08 (12) =
Ol E—— )
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4° — Clicar em Analyze no menu de ferramenta e selecionar Set Scale na lista de

subcomandos.

£ Imagel [=le ==
File Edit Image Process Nzl Plugins Window Help
IJ|QIG|@|/, A ’i:’:l Measure Ctrl+M k,|//|® |/’| | |>>
Wand (tracing) tool Analyze Particles...

Summarize

Distribution...

Label

Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...

Calibrate...

Ctrl+H
Ctrl+K

Histogram
Plot Profile
Surface Plot...
Gels 4

Tools 4

5° — Ao selecionar a funcao Set Scale, abrirda uma nova janela. Inserir no campo

Distance in pixels o valor copiado na etapa anterior.

~

_'i Set Scale

&

Distance in pixels:
Known distance: IW

Pixel aspect ratio I‘Hli\\

Unit of length:

Click to Remove Scale
¥ Global

<«

Selecionar

<

Scale: 0.0815 pixels/inm

Confirmar

<

OK | Cancell Helpl

e

Inserir o valor observado
entre parénteses em
_—Y  width no quadro Show
information

Distancia conhecida
da imagem em
nandémetros

Definir unidade de
medida
“nandémetros”
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APENDICE 2

CONSTRUCAO DA GRADE

Para mensurar a espessura da MBG pelo MIO deve-se construir uma
grade com distancia entre as linhas de 200nm, para posteriormente sobrepor as

eletromicrografias, seguindo os passos apresentados abaixo.

1° Abrir uma eletromicrografia no mesmo aumento das imagens que serao
analisadas, no caso 10.000x, no programa ImageJ. Clicar em File, situado no
menu de ferramentas, depois Open na lista de subcomandos e selecionar o

arquivo desejado.

4 Imagel |
Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
New | NN R o P
Open... (1510) |3elections (right click to switch)
Open Next Ctri+Shift+0O
Open Samples 4
Open Recent 4
Import 4
Close Ctrl+W
Close All Ctrl+Shift+WW
Save Ctrl+S
Save As ¥
Revert Ctrl+R
Fage Setup...
Print... Ctri+P
Quit

2° — Calibrar a imagem conforme descrito no apéndice 1.
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3° Selecionar a ferramenta line selection tools, no menu de ferramentas. Tracar
uma reta, pressionando o bot&o direito do mouse sobre a imagem (Figura A),
arrastar até observar a medida de 200nm, observando na barra de status em

lenght, e soltar o botéao (Figura B).

(755 =
File Edit Im
]|

A

cess Analyze Plugins Window Help

4 167-07 B6 MD.&if (G) (75%)
7.06x141073.83 nm (1051x1051), RGB; 4.2MB

Ramziy

B [ 4 image (=[E] ® |
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
|:L|D‘ DeuStk‘j‘|{§p|_ﬁ‘ | |:>:>
x=8447 55, y=5160. 84 angle—21 Sl(leng'th—ZUU 85 )
\7
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Caso necessario, podera mensurar o valor da reta clicando em Analyze no menu
de ferramentas, e depois selecionar o subcomando Measure para calcular.
Alternativamente, pressione simultaneamente Ctrl+M no teclado para realizar a

mesma funcao.

4 Imagel = | =
File Edit Image Process PahElF: Plugins Window Help
o[ < I £ |6 || | |
"Multi-point* or point (right click to|  Analyze Particles...
Summarize
Distribution...
Label

Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...

Calibrate. ..

Histogram Ctrl+H
Plot Profile Ctri+K
Surface Plot...

Gels r

Tools L4

Apoés acionar a funcdo Measure abrira uma janela “Results” com o valor da

medida realizada, dado em nm.

’
d Results [‘:'|IEI é]

File Edit Font Results
larea  [mean  [Min Max  |angle [Length | =
1 28828 171801 125409 200161 O 0.206

)
[]
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5° Faca um Print scrn da tela e cole no PowerPoint recorte a foto até o tamanho
desejado sem alterar o tamanho da imagem. Desenhe uma reta na vertical e na
horizontal com 0 mesmo comprimento da linha amarela deixada pelo ImageJ:

APRESENTAGAO DESLIDES ~ REVISAO EXIBICAO

PAGINAINICIAL | INSERR  DESIGN  TRANSICOES  ANIMACOES

B ¥ Recortar = [=] Layout = B IR AR == If} Diregao do Texto - \\Ooaqg-
oo B Copiar - 2 Redefinir - F2] Alinhar Texto ~ A1LL OG- ]

T Pincel de Formatagio | siqer " Seio T £ 1§ seggmdar | R SSSS[S- T2 Converterem Smartart~ | |4 Y\ £ 3 Y[+

Area de Transferéncia 7] Slides Fonte ] Parégrafo
1
2
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6° Desenhar uma grade com a ferramenta de linhas do PowerPoint, obedecendo
as distancias das retas confeccionadas e o tamanho da eletromicrografia,

conforme ilustrado abaixo:

AGUIYEY | PAGINAINICIAL | INSERIR  DESIGN  TRANSICOES ~ ANIMACOES — APRESENTACAQ DESLIDES — REVISAO  EXIBICAO
+—_ |Ift Diregio do Texto B\ \OOO | O

=y X, Recortar [ELayout~ . & Locali
= A =- 0 O i

ol Bz Copiar . 29 Redefinir [£] Alinhar Texto ALL S G| o 3¢ Substit
olar -, ovo M. pa-| A ===== rganiza

U ¥ Pincel deFormatagio | guges ‘Ssegior | N T S S rA A I=E===(= 2 Converter em smatart= | |8 ML} 4y [7] 797 [y seleci

Area de Transferéncia [ Slides Fonte Paragrafo Desenho Edicio

1
2
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7° Agrupe todas as linhas e salve a grade como imagem.

Agpreseatagiod - PowerPaint
DESIINES  REVISAS EXIRICAD

- []3% Diregso do Teste B oo -] O ¥ Preerchiments da Forma = | b Localizar
ATLSLO [-] J : L# Cartarna da Farma 2% Substituir -
= st KA 1 =] Ulgd_."m R t:-l::.- ! EHetos de Forma |c Selecianar -

Parigrale Desenhin Fdigia
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APENDICE 3

PROCESSAMENTO DE AMOSTRA E ANALISE~EM
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

1. Fixacao

A fixacdo deve ser iniciada imediatamente apos a retirada do fragmento renal do
paciente, utilizando solucdo de glutaraldeido a 2% em tampao cacodilato de
sédio 0,1M, no periodo de no minimo duas horas em temperatura ambiente (TA).
O fragmento da biopsia devera ser subdividido com uma navalha de bisturi ou

lamina de aco inoxidavel em pedacos de Immxlmm.

Caso necessario, apés o intervalo de fixacdo por duas horas a temperatura
ambiente, a biopsia poderd ser armazenada na geladeira imersa no mesmo

fixador, por no maximo uma semana, para prosseguimento do processamento.

2. Lavagem

Os fragmentos sdo lavados em tampéao cacodilato de sodio 0,1M em intervalo de

10 minutos por 3 vezes em TA.

3. Pods-fixacao

Substituir o tampédo de lavagem por uma mistura de tetroxido de 6smio 1%,
ferricianeto de potassio 0,8% e cloreto de calcio 5mM em tampéao cacodilato de
sodio 0,1M e incubar por 1 hora a temperatura ambiente protegido da luz.

Apés este intervalo, lavar os fragmentos em tampdao cacodilato de sédio 0,1M

em intervalo de 10 minutos por 3 vezes em TA.
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4. Desidratacéao

Desidratar os fragmentos em banhos sucessivos de acetona em concentragdes
crescentes de 30, 50, 70, 90 e 100%, sendo que na concentragéo de 100% o
banho devera ser repetido trés vezes. Todos 0s banhos deveréo ser realizados

em temperatura ambiente com duracao de 10 minutos cada.

5. Substituicdo

Substituir a acetona por resina Epoxi tipo PolyBed 812® seguindo a seguinte

sequéncia de banhos com as misturas indicadas abaixo:

-Resina: Acetona — 1:2 — 18h
-Resina: Acetona — 1:1 — 18h
-Resina: Acetona — 2:1 — 18h
-Resina pura — 18h

Durante os banhos os fragmentos deveréo ser submetidos a constante agitacao,

para garantir um boa substituicao.

6. Inclusao

Posicionar cada sub-fragmento em um molde especifico e preencher com resina
epoOxi pura. Em seguida leva-lo a uma estufa a 60°C para polimerizacdo da

resina, por 72h.

7. Cortes

1° Cortes semifinos (SF) — ApoOs a polimerizagdo os blocos sdo trimados e
cortados em navalha de vidro em ultramicrétomo em secc¢des de 1um. Os cortes
obtidos séo aderidos em lamina histologica e corados com uma solugdo de Azur
Il e Azul de metileno. Em seguida, os cortes sdo analisados no microscopio de

luz, para identificar os blocos que apresentam glomérulo em evidéncia.
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2° Cortes ultrafinos (UF) - Os blocos com glomérulo em evidéncia sao cortados
em navalha de diamante em secc¢des de 60 a 70nm e coletados em grades de
cobre de 200MESH,;

8. Contrastacéo

As grades séo contrastadas com banho em solucao de acetato de uranila a 6%
por cinco minutos seguida de lavagem com alcool metilico, e por fim banho em
solucéo de citrato de chumbo por cinco minutos seguida de lavagem em agua

destilada;

9. Observacéo

Os cortes sdo observados no Microscoépio Eletrénico de Transmisséo a 80Kv

no aumento de 10.000x.
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