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RESUMO: Quatro métodos para determinação de proteínas totais aplicáveis ao
líquido cefalorraqueano foram comparados quanto à sensibilidade, exatidão, precisão
e consumo de fluido. Os métodos estudados foram: turbidimétrico pelo ácido triçlo-
racético, colorimétrico após tratamento das soluções protéicas com os reagentes
eupro-alcalíno e de Folin-Ciocalteu (método de Lowry), turbidimétrico pelo ácido
sulfossalicílico e o colori métrico do eluato do material protéico previamente depo-
sitado em tiras de acetato de celulose e tratado com corante específico para proteí-
nas (método de Heer & Margni). No cômputo geral o método de Lowry revelou-se
o mais adequado dos quatro procedimentos estudados para determinação de proteínas
totais de fluidos biológicos diluídos. Este método mostrou-se superior aos outros
procedimentos no que concerne à sensibilidade, exatidão e consumo de fluido.

DESCRITORES: líquido cefalorraqueano; proteínas totais, métodos de deter-
mínação,

INTRODUÇÃO

Doenças do sistema nervoso central são
muito freqüentem ente acompanhadas de au-
mento do teor protéico do líquido cefalorra-
queano (LeR), e o conhecimento deste teor
tem, muitas vezes, valor diagnóstico.

Até hoje, no entanto, não se acham padro-
nizados os níveis de proteínas totais do LeR
considerado normal. Este problema decorre,
em grande parte, da falta de homogeneidade
na escolha do método de determinação de
proteínas; assim, enquanto já se acha esta-
belecido universalmente que os métodos que
utilizam o reagente do biureto são os mais
adequados para medir o teor protéico do soro,
os autores que estudam as proteínas do LeR

freqüentem ente encontram dúvidas na seleção
da metodologia a adotar.

No intuito de escolher a conduta ideal a
ser tomada para efetuar determinações da
proteinorraquia total, têm sido realizados
vários estudos comparativos entre as meto-
dologias existentes; no entanto, a diversidade
de conclusões a que chegaram os diferentes
pesquisadores é apreciável; para facilitar a
avaliação deste fato, acham-se resumidos na
tabela 1 deste trabalho alguns daqueles mé-
todos.

Propusemo-nos, por isto, a comparar a
sensibilidade, precisão e exatidão de alguns
métodos de determinação de proteínas totais
(aplicáveis a fluídos biológicos diluídos) para,
baseados em tais dados, escolhermos aquele
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procedimento que melhor satisfizesse estes
critérios e aplicá-Io futuramente em estudos
sobre as proteínas do LCR.

A seleção dos métodos a serem estudados
foi baseada principalmente na facilidade de
emprego em laboratórios, hospitais e institu
tos que rotineiramente devem efetuar quanti-
ficações de proteínas totais em amostras de
LCR; assim, por exemplo, eliminamos a prior i
os métodos espectro foto métricos que utilizam
luz ultravioleta e o método do biureto, segun-
do GOA·, por exigirem aparelhagem especial
que, nem sempre, é encontrada nos laborató-
rios de rotina. O método de Kjeldahl, sem
dúvida o que apresenta melhor precisão e
exatidão, tem a desvantagem de ser traba-
lhoso e consumir demasiado tempo e volume
de fluido.

Os métodos baseados na precipitação das
proteínas e subseqüente leitura do volume
precipitado após centrifugação, apesar de não
exigirem aparelhagem sofisticada e serem de
fácil manipulação, foram descartados deste
estudo porque, ao que se depreende da litera-
tura, não são precisos nem exatos (fatos estes
previsíveis pelo tipo de leitura destes méto-
dos) ',u.

Foram então selecionados e comparados
quatro métodos: o turbidimétrico após preci-
pitação das proteínas pelo ácido tricloracético
(TCA), o colorimétrico segundo LoWRY et
alii 13, o turbidimétrico após tratamento da
solução protéica com ácido sulfossalicílico
(ASS) e o colorimétrico preconizado por
HEER & MARGNI '.

Eetudo« comparativo8 entre método8 de determinação de proteínas totais do líquido cef alorraqueamo

TABELA 1

Autores
(ano) Método de escolhaMétodos comparados Método padrão

de referência

SPINA-FRANÇA
et alii 23

(1951)

EGGSTEIN &
KREUTZ'

(1955)

CARTIER &

PICARD •
(1957)

BURTIN
et alUa
(1958)

RIEDER"
(1958)

RICE &
LOFTIS I.

(1982)
KLUGE
et alii U
(1988)

Turbidimetria pelo ASS
Turbidimetria pelo TCA
Biureto
Reação xantoprotéica

Biureto
Lowry modificado
Reação xantoprotéica

Biureto
Espectrofotometria por luz UV
Turbidimetria pelo ASS
Lowry

"Volumétrico"
Turbidimetria pelo TCA
Biureto
Biureto após precipitação das
proteínas

Turbidimetria pelo ASS
Reação xantoprotéica
Lowry modificado
Espectrofotometria por luz UV

Biureto
Turbidimetria pelo TCA

"Volumétrico"
Nefelometria pelo ASS

Kjeldahl Turbidimetria pelo TCA

Kjeldahl Lowry modificado

Kjeldahl Lowry

Kieldahl
Biureto após precipitação
das proteínas

Kjeldahl Lowry modificado

Johnston & Gibson Turbidimetria pelo TCA

Lowry Nefelometria pelo ASS
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MATERIAL E MÉTODOS

1. Soluções' protéicas

Após ter sido conferida a excelente exatidão
do método do biureto segundo GoRNALL et
alii 7, quando aplicado a determinações de
proteínas totais do soro 2\5, quantificamos por
este método o teor protéico de uma mistura
de amostras de soro humano normal.

A partir desta mistura de soros, foram
efetuadas diluições cuidadosas em solução
fisiológica, de modo a serem obtidas 6 soluções
(SP) com diferentes conteúdos protêicos,
quais sejam: SPl - 98,60 mg/100 ml; SP2 -
58,00 mg/l00 ml; SP3 - 46,00 mgl100 ml;
SP4 - 32,87 mg/l00 ml; SP5 - 25,00 mg/100
ml; SP6 - 12,32 mg/l00 mI.

Estas SP foram utilizadas nos experimen-
tos sobre reprodutibilidade, exatidão e sensi-
·bilidade dos métodos de determinação de
proteínas totais.

2 . Método turbidimétrico pelo TCA

Realizado segundo a técnica de BOSSAKei
alii 2 modificada por SPINA-FRANÇA& AMAR",
utilizando espectrofotômetro "Coleman Jr.".

3. Método turbidimétrico pelo ASS

Padronizado segundo a técnica de MEULE-
MANS", utilizando espectrofotômetro "Cole-
man Jr.". Este método no entanto revelou-se
pouco sensível (para ser aplicado ao LCR).
pois foi verificado, ao ser construída a curva-
-padrão, que somente consegue determinar
valores maiores que 27,5 mgl100 mI.

4. Método de Lowry

Realizado utilizando os reagentes cupro-
-alcalino e de Folin-Ciocalteu, conforme des-
crito por LOWRYet alii 13. A colorimetria foi
feita em espectrofotômetro "Spectronik 20"
no comprimento de onda de 630 nm.

5 . Método de H eer & Margni

Realizado utilizando tiras de acetato de
celulose gelatinizado, corante Ponceau-S diluí-
do em TCA, ácido acético e espectrofotômetro
"Coleman Jr.", conforme técnica descrita por
HEER & MARGNI·.

Foi observado, ao ser construída a curva-
-padrão, que a sensibilidade do método é
muito baixa (para nossos propósitos), pois
só determina valores de proteínas maiores que
40 mgl100 mI.

6. Análise estatística

Cada SP foi submetida a 20 determinações
de proteínas totais, sendo 10 efetuadas pelo

método turbidimétrico após precipitação das
proteínas pelo TCA, e 10 pelo método de
Lowry.

Avaliamos a precisão de cada procedimento
pelo coeficiente de variação de Pearson, ex-
presso em porcentagem.

A exatidão de cada método foi avaliada pelo
cálculo em porcentagem da diferença média
entre as concentrações p.ncontradas e as con-
centrações reais.

RESULTADOS

Os resultados das determinações de proteí-
nas totais das 6 SP, efetuadas pelos métodos
de Lowry e turbidimétrico pelo TCA, acham-
-se na. tabela 2, assim como as médias e
desvios-padrão obtidos.

As precisões dos métodos turbidimétrico e
colorimétrico, calculadas pelo coeficiente de
variação de Pearson, foram, respectivamente,
de 4,18 e 4,860/0.

Os resultados dos cálculos de exatidão mos-
traram que o método de Lowry apresenta, em
média, valores 7,38% superiores e o método
turbidimétrico valores 11,15% inferiores aos
reais.

DISCUSSÃO

Os métodos de determinação de proteínas
totais aplicáveis ao LCR devem apresentar
certas características básicas, quais sej am :
sensibilidade, precisão, exatidão, fácil aplica-
ção em laboratórios de rotina, pequeno con-
sumo de fluido, independência da relação
albumina/globulina e especificidade para pro-
teínas.

Dos quatro métodos de determinação de
proteínas totais, escolhidos por serem relati-
vamente simples e não exigirem aparelhagem
sofisticada, sendo portanto de fácil aplicação
em laboratórios de rotina, dois deles (o tu r-
bidimétrico pelo ASS, segundo MEULEMANS14
e o colorimétrico de HEER & MARGNI8) reve-
laram-se pouco sensíveis para nossos propó-
sitos, pois somente conseguem determinar
teores protéicos maiores de 27.5 e 40,0 mg/l00
ml, respectivamente. Por isto estes dois
métodos foram excluídos dos estudos sobre
precisão e exatidão.

O método turbidimétrico pelo TCA apre-
senta boa sensibilidade pois, com 1 ml de
fluido podem ser determinados conteúdos
protéicos de 12,48 e 3,87 mg/100 ml para
transmitâncias de 80 e 900/0, respectivamente.

O método de Lowry apresenta excelente
sensibilidade: em apenas 0,4 ml de solução
protéica, podem-se determinar valores de

13
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""'" TABELA 2

Resultados das determinações de proteínas totais, ef etuadae pelos métodos turbidimétrico pelo TCA e de Lowry et alii " nas seis diferentes soluções protéicas

Conteúdos Determinações de proteínas totais efetuadaa pelo método
protéicos turbidimétrico após tratamento das amostras com TCA Determinações de proteínas totais efetuadas pelo método de Lowry
reais *

rng/100 rnl rng/100 rnl X D.P. rng/100 rui X D.P.

98,60 84,24 86,72 88,00 86,72 86,72 88,00 91,94 86,72 91,94 89,28 88,03 2,44 108,14 108,14 108,14 106,55 99,50 106,20 109,77 97,23 108,14 100,26 105,21 4,46

58,00 57,05 57,90 57,90 55,39 55,39 53,28 52,96 53,28 57,05 57,05 55,72 1,96 62,39 67,27 61,19 63,59 61,19 66,03 60,03 63,59 58,86 62,39 62,65 2,58

46,00 43,29 42,60 42,60 43,29 41,23 40,21 42,60 41,23 44,00 40,21 42,13 1,33 49,37 48,61 50,91 46,38 50,13 48,61 50,91 50,91 51,68 50,91 49,84 1,61

32,87 31,13 29,96 28,80 30,54 29,96 31,72 28,80 34,75 32,91 31,72 31,03 1,85 33,94 34,46 31,91 35,52 37,68 34,99 37,68 37,68 33,94 35,52 35,33 1,92

25,00 21,04 22,77 21,73 22,25 23,31 25,45 23,31 23,31 22,77 21,04 22,70 1,32 27,68 28,84 28,26 28,55 29,02 30,92 28,09 28,55 28,09 27,68 28,57 0,94

12,32 8,47 7,61 8,05 8,47 8,91 8,47 8,91 8,05 11,57 8,91 8,74 1,08 12,99 11,61 11,89 11,89 12,72 12,44 12,72 12,72 12,16 11,35 12,25 0,55

.. - _ .. _- _. - ----

*' Obtidos a partir de diluições de soro humano normal cujo teor protéico foi previamente determinado pelo método do biureto, segundo GORNALL et aliF.
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proteínas totais de 7,04 e 2,53mg/lOO ml,
correspondentes, respectivamente, a transmi-
tâncias de 80 e 90%.

A precisao da' turbidimetria pelo TCA
(4,18 %) revelou-se ligeiramente superior
àquela do método de Lowry (4,86 %) .

Quanto à exatidão, o método turbidimétri-
co fornece valores que, em média, são 11,15%
inferiores aos reais, enquanto que a colori-
metria de soluções protéicas, após tratamento
com os reagentes cupro-alcalino e de Folin-
-Ciocalteu, oferecem valores que em média são
7,38% mais elevados que os reais.
Apesar da precisão superior do método

turbidimétrico, julgamos mais vantajosa a
técnica descrita por LOWRY ei. alii", dada sua
maior sensibilidade, boa exatidão e baixo con-
sumo de fluido para efetuação de determina-
ções protéicas.

No entanto deve-se ter em mente que tanto
o método turbidimétrico, pelo TCA, como o

método de Lowry apresentam senões: o pri
meiro por ser dependente da relação albumi-
na/ globulina como verificado por vários au-
tores 9, '0, 16, 21 e o segundo por sofrer interfe-
rências de drogas quando ministradas em
altas doses, como observado por RIEDER20,
PASHLEYet alii 15 e ZONDAG& BOETZLAER"'.

CONCLUSÃO

Concluímos que, no cômputo geral, o mé-
todo de Lowry é o mais adequado dos quatro
procedimentos em questão (turbidimetria pelo
TCA, turbidimetria pelo ASS, método de Heer
& Margni e método de Lowry), para deter-
minação de proteínas totais de fluidos bioló-
gicos diluídos (especialmente LCR).

Este método revelou-se superior aos outros
procedimentos, no que concerne à sensibilida-
de, exatidão e consumo de fluido.
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SUMMARY: Four procedures for determining total protein in diluted biolo-
gicaI fluids (specifically cerebrospinal fluid) were compared as to accuracy, precision,
sensibility and fluid consumption, The methods investigated were: trichloroacetic
acid turbidimetric method, colorimetry of the protein solutions previously treated
with alkaline-copper and Folin-Ciocalteu reagents (Lowry's method), the sulphosa-
licylic acid turbidimetric method, and the procedure devised by Heer & Margni in
which colorimetry is done on the eluate of the protein solution previously applied
to a cellulose acetate strip and dyed. In an overall view, Lowry's method proved
to be the most suitable for routine determinations of total proteins in diluted
biological fluids because of its higher accuracy, sensibility and lower amount of
Iiquid required.

DESCRIPTORS: cerebrospinal fluid; total protein, methods for determination.
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