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RESUMO: Quatre métedos para determinacio de proteinas totals apliciveis azo
Hauido cefalerraqueanc foram comparades guanto % sensibilidade, exatidie, precisio
¢ eonsumo de fluido. Os métodos estudados foram: turbidimétrice pels Acido trigle-
raeético, colorimétrico ap6és tratamento das solugbes protéiecas com os reagentes
cupro-alealine e de Folin-Ciocalteu (méfedo de Lowry}, turbidiméirico pele dcido
sulfossalicilice e ¢ colorimétrico do eluato do material protéico prevismente depo-
sitado em tiras de zcetato de celulese e tratade com corante especifico para protei-
nas (métode de Heer & Margni). No cbmputo gersl o método de Lowry revelou-se
o mais adequado dos guatre procedimentos estndados para determinagio de proteinas
totaizs de fluidos bioldgicos diluidos. Hsie méiode meoesircu-se superior aes ountros

procedimentos no que concerne i sensibilidade, exatiddo e consumo de fluido.

DESCRITORES: lignide cefalorragueanc; proteinas tetais, métodos de deter-
minacio.
INTRODUCAD freqiientemente encontram dividas na selegiio

Doencas do sistema nervoso central séo
muito fregiientemente acompsnhadas de au-
mento do teor protéico do liguido cefalorra-
queano {(LCR), e o conhecimento deste teor
tem, muitas vezes, valor diagndstico.

Até hoje, no entanto, nfio se acham padro-
nizados os niveis de proteinas totais do LOR
considerado normal.  Este problema decorre,
em grande parte, da falia de homogencidade
na escolha do método de determinagiio de
proteinas; assim, enquante j4& se acha esta-
belecido universalmente que os métodos gue
utilizam o reagente do biureto s8o os mais
adequados para medir o teor protéico do soro,
0s autores que estudam as proteinas do LCR

da metodologia a adotar.

No intuite de eseolher a conduta ideal a
ser tomada para efetuar determinacbes da
proteinorraquia total, tém sido realizados
vérios esiudos comparatives enire as meto-
dologias existentes; no entanto, a diversidade
de conclusbes a que chegaram os diferentes
pesquisadores é aprecidvel; para facilitar a
avaliagho deste fato, acham-ge resumidos na
tabela 1 deste trabalho alguns dagueles mé-
todos.

Propusemo-nes, por isto, a comparar a
sensibilidade, precisio e exatidio de alguns
métodos de determinacéic de proteinas totals
{apliciveis a fluidos biologices diluidos) para,
baseados em tais dados, escolhermos aquele
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procedimento que melhor satisfizesse estes
eritérios e aplicd-lo futuramente em estudes
sobre as proteinas do LCR.

A selegdo dos métodos a serem estudados
foi baseada principalmente na facilidade de
emprego em laboratérios, hospitais e institu-
tog gue rotineiramente devem efetuar guanti-
ficagdes de proteinas totais em amostras de
I.CR; assim, per exemplo, eliminamos a prior:
0s métodos espectrofotométricos que utilizam
luz uliravioleta e o método do blureto, segun-
do Goa®, por exigirem aparelhagem especial
gque, nem sempre, é enconirada nos laborats-
rios de rotina. O método de Kjeldahl, sem
divida ¢ gque apresenta melhor preciséc e
exatiddo, tem a desvantagem de ser traba-
lhogo e consumir demasiado tempe e volume
de fluide.

Os métodos baseados na precipitagdo das
proteinas e subsegliente leitura do volume
precipitade apds centrifugacio, apesar de nio
exigirem aparelhagem sofisticada e serem de
facil manipulagio, foram descartados deste
estude porque, &0 que se depreende da litera-
tura, ndo sdo precisos nem exatos (fatos estes
previsiveis pelo tipo de leitura destes méto-
dos) L2,

Foram entdo selecionados e comparados
guatro métodos: o turbidimétrico apds preci-
pitagfo das proteinas pelo 4eido tricloracético
{TCA), o colorimétrico segundo LOWRY et
alii® o turbidimétrico apés tratamento da
solugdo protéica com 4cido sulfossalicilico
(ASB) e o colorimétrico preconizado por
HeEr & MARGNI®,

TABELA 1

Egtudos compuaratives entre métodos de determinagdo de proteinas totaiz do lguids cefalorragueane

Autores

(8ne) Métodos comparados

Método padrio

P Método de escolha
de referéneia

Turbidimetria peio ASS

SPINA-FRANGA Turbidimetria pelo TCA

N
et{;;z;) Riureto
Reagho xantoprotéiea
EGGSTEIN & Biureto
KREUTZ?® Lowry modificado
{1955) Reacio xanteprotéica
Biureto
CARTIER & Espectrofetometria por luz UV
PICARD ¢ < 4 .
Turbidimetria pelc ASS
(1957 L
OWTY
“¥olumétrico
BURTIN Turbidimetria pelo TCA
et glii® Biureto
(1958) Biureto apds preeipitagis das
proteinas
Turbidimetria pelo ASS
RIEDER Reagiio xantoprotéies
(1958) Lowry modifieado
Espectrofotometria por luz UV
RICE & Biureto
LOPTIS J R
(1962) Turbidimetria pelo TCA
ﬁbﬁff “Volumétrico”
(1968) Nefelometria pelo ASS

Kjeldahl Turbidimeirin peio TCA
Kjeldahl Lowry modificado
Kjeldahl Lowry

Kjeldahl Lowry modificads

Joknston & Gibson  Turbidimetria pels TCA

Lowry Nefelometris pelo ASS
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MATERIAL E METODOS

1. Solugbes protéicas

Apés ter sido conferida a excelente exatidio
do métedo do biureto segundo GORNALL el
alit’, quando aplieado a determinagCes de
proteinas totais do soro ™, guantificamos por
este método o teor protéico de uma mistura
de amostras de soro humanc normal

A partir desta mistura de soros, foram
efetuadas diluigdes cuidadosas em solugioe
fisiologiea, de modo a serem obtidas 6 solugbes
(8P) com diferentes conteidos protéicos,
quais sejam: SP1 — 98,80 mg/100 ml; SP2 —
58,00 me/100 ml; SP3 — 46,00 mg/100 ml;
SP4 — 32,87 mg/100 ml; SP5 — 25,00 mg/100
mi; 8P6 — 12,32 mg/106 mlL

Estas SP foram utilizadas nos experimen-
tos sobre reprodutibilidade, exatidio e sensi-
bitidade dos métodos de determinagio de
proteinas totais.

2. Método turbidiméirieo pelo TCA

Realizado segundo a técniez de BossSax ef
alii® modificada por SPINA-FRANGA & AMARY,
utilizando espectrofotdmetro *“Coleman Jr.”.

3. Método turbidimétrico pele ASS

Padronizado segundo a fdenica de MEULE-
MANS ", utilizando espectrofotdmetro “‘Cole-
man Jr.”. Este método no entanto revelou-se
pouco sensivel (para ser aplicado aoc LCR),
pois fol verificade, ao ser consiruida a curva-
-padrdo, que somente consegue determinar
valores maiores que 27,5 mg/100 ml.

4. Méiodo de Lowry

Realizado utilizando os reagenies cupro-
.glcalino e de Folin-Ciccalteu, conforme des-
crito por Lowry et alii®™ A colorimetria foi
feita em espectrofotbmetro “Spectronik 207
no comprimento de onda de 630 nm.

5. Métode de Heer & Margni

Realizado utilizando tiras de sacetato de
celulose gelatinizado, corante Ponceaun-S dilui-
do em TCA, dcido acético e espectrofotémetro
“Coleman Jr.”, conforme técnica deserita por
Hepr & Maroni®,

Foi observado, ao ser construida a curva.
-padrdo, gue a sensibilidade do método é
muito baixa (para nossos propositos), pois
86 determina valores de proteinas maiores que
40 mg/100 ml.

6. Andlise estatistica

Cada SP foi submetida a 20 determinacbes
de proteinas tofais, sendo 10 efetuadas pelo

método turbidiméirico apds precipitagic das
proteinag pelo TCA, e 10 pelo método de
Lowry.

Avaliamos a precisfo de cada procedimento
pelo coeficiente de variagio de Pearson, ex-
presse em porcentagem.

A exatiddo de cada método foi avaliada pelo
célculo em porcentagem da diferencaz média
entre as concentragdes encontradas ¢ as con-
centragdes Teais.

RESULTADOS

Os resultados das determinacdes de protei-
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-padrido obtidos. ’

Ag precisdes dos métodos turbidimétrico e
eolorimétrico, calculadas pelo coeficiente de
variagio de Pearson, foram, respectivamente,
de 4,18 e 4,86%,

Os resultados dos céleulos de exatiddo mos-
traram que o meétodo de Lowry apresenta, em
média, valores 7,389, superiores e o método
turbidimétrico valores 11,15¢: inferiores aos
resis.

DISCUSSAQ

0Os métodos de determinagho de proteinas
totais aplicdveis ao LCR devem apresentar
eertas caracteristicas bésicas, guails sejam:
sensibilidade, precis@o, exatidio, facil aplica-
¢ao em laboratdrios de rotina, pegquenc con-
sumo de fluido, independéneia da relagdo
albumina/globulina e especificidade para pro-
teinas.

Dos gquatro métodos de delerminaciic de
proteinas totais, escolhidos por serem relati-
vamente simples e nfo exigirem aparelhagem
sofisticada, sendo portanto de facil aplieagéo
em laboratérios de rotina, dois deles (o tur-
bidiméirico pelo ASS, segundo MevreMans™
e o colorimétrico de Hupr & MARGNI®) reve-
laram-se pouco sensiveis para nossos propo-
sitos, pois somente conseguem determinar
teores protéicos maiores de 27.5 ¢ 40,0 mg/100
mi, respectivamente. Por isto estes dois
métodos foram exciuidos dos estudos sobre
precisho e exatid@o.

O método turbidimétrico pele TCA apre-
senta boa gsensibilidade pois, com Iml de
fluide podem ser determinados eontetGdos
protéicos de 12,48 e 3,87mg/100ml para
transmitincias de 80 e 809%, respectivamente.

O métode de Lowry apresenia excelente
sensibilidade: em apenas 0,4ml de solugio
protéica, podem-se deferminar valores de
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Resultados das

determinggdes de protefnas tobais, cofctuadasr peles métodes turbidiméirice

TABELA 2

pele TCA ¢ de Lowry ef alit™ nos geis diferentes golucGes protéicas

2%25%??:3 D;:f':;?g;:ii?:o&:pz;();:::;j:f:iz:sf?;ﬁ::a:c::mm;@go Determibacies de proteinas fofaiz efetuadas pele métedo de Lowry

mg/106 ml mg/169 ml X ipr mg/10¢ mi X ipr
98,69 84,24 | 86,72 { 85,00 5-:{;; R6,72 [ 83,60 1 91,84 | 86,72 | 91,94 | 8028 | 88,08 | 2,44 {108,314 | 108,34 § 108,14 | 166,55 | 94,50 | 106,20 | 109,77 | 67,23 | 108,14 | 160,26 | 105,21 mt:;s
58,00 87,05 [ 57,006 ] 5790 | 55,30 | 55,39 | 53,28 | 5296 | 58328 ; BTL05 | 5706 | 55,72 | 196 { £238, 6727 61,19 635% | 61,19 | 66,08 ; 6068 16359 | bBEBE | 62,30 | 6265 2,;
46,00 43,26 | 42,66 1 42,60 | 43,29 | 41,23 | 40,21 | 42,60 ; 41,23 44,0(; mfw:zl 42,13 | 1,33 § 4987 48,61 | 56,91 | 46,38 m;0,13 1;: 50,91 | 59,;1 5188 1 5091 | 4084 ¢ 1,61
32,87 31,13 : 29,85 { 2830 | 36,54 | 2996 131,72 | 2880 [ 3475 3291 1 3r 2| 2103 [ : 851 33904 3446 ¢ 8101 | 38552 3768 2499 : 3765 [ 3768 8394 | 362 3533 | 182
25,00 21,04 | B2TT 121,73 | 2225 | 2381 (2545 | 23,81 1 2331 ] 2a7% | 204 | R2e | 5,32 1 2768 ] 2884 | 2826 2855 26,02 | 3042 ¢ 2800 | 2855 ¢ 28,09 | 268 | 28,57 004
12,82 847 7AL: 8§05 ) B4v! 8§91 | B4AT{ 891 | 895 | 13,57 B81 ] 8741 1,08] 12,09 11,51 11,80 | 1180 | 18,72 ; 1244 7 1272 11292 ¢ 12,16 | 11883 1225 : 0,55

e Obtidos & parfir de diluigdes de soro humano normal cuojo teor protéice fei previamente determinade pelo método do biurete, segundo GORNALL et alii’,
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proteinas totais de 7,04 e Z,53mg/1060 mi,
correspondentes, respectivamente, a transmi-
téncias de 80 e 90%.

A precisio da’ turbidimetria pelo TCA
(4,18%%) revelou-se ligeiramente superior
aquela do método de Lowry (4.869).

Iy

Quanto & exatidio, o método turbidimétri-
co fornece valores que, em média, sdo 11,15%
inferiores aos reais, enguanio que a colori-
metria de solugdes protéicas, apds tratamento
com os reagentes cupro-slealino e de Folin-
-Ciocalteu, oferecem: valores que em média sdo
7.389% mais elevados que os reais.

Apesar da precisio superior do métode
turbidimétrico, julgamos mais vantajosa a
técnica deserita por Lowry et olii®, dada sua
maior sensibilidade, boa exatidfio e baixo con-
sumo de fluide para efetuaclo de determina-
¢bes protéicas,

No entanto deve-se fer em mente gue tanto
o método turbidimétrico, pele TCA, como o

método de Lowry apresentam sendes: o pri-
meiro por ser dependente da relagio albumi-
na/globulina como verificado por varios au-
tores %1% %, # o g gegundo por sofrer interfe-
réncias de drogas quando ministradas em
altas doses, como observado por RIEDER™,
PASHLEY et olii ® ¢ ZONDAG & BOETZLAER ™,

CONCLUSAQ

Concluimos gue, no computo geral, o mé-
todo de Lowry é o mais adequado dos quatro
procedimentos em questfo (turbidimetria pelo
TCA, turbidimetria pelo ASS, método de Heer
& Margni ¢ método de Lowry), para defer-
minagdo de proteinas totais de fluidos biols-
gicos diluidos (especialmente LCR),

Histe método revelou-se superior zos outros
procedimentos, no que concerne a sensibilida-
de, exatiddo ¢ consumo de fluido.
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SUMMARY: Four procedures for determining total profein in diluted bioclo-
gieal fluids (speeifically cerebrospinal fluid) were compared as to accuracy, precision,
sensibility and fiuid consumption. The methods investigated were: trichloreacetic
acid tzrbidimetric method, colorimetry of the protein solutions previcusly treated
with alkaline-copper and Folin-Cioealten reagents (Lowry's method), the sulphosa-
licylic acid turbidimetrie method, and the procedure devised by Heer & Margni in
whick colerimetry is done on the eluate of the protein solution previously applied
te a celiulose aceiate strip and dyed. In an overall view, Lowry's methed proved
to be the mosi suitable for routine determinafions of tetal profeing in diluted
biological fiuids because of its higher accuracy, sensibility and lower ameount of

liquid required.

DESCRIPTORS:

cerebrospinal fiuid; total profein, metheds for determination.
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