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Mestrezat 18, em 1912, numa das primeiras revisfes sobre a dosagem de
proteinas no liqiiido cefalorraquidiano (ILLCR), ja considerava o método de
Kjeldahl como um dos mais precisos, embora de aplicacao pratica limitada;
aconselhava, para uso de rotina, o método gravimétrico baseado na precipi-
tacdo de proteinas pelo acido tricloroacético e o método de Nissl. Este, se-
gundo Mestrezat, foi proposto em 1904 e se baseia na precipitacdo das pro-
teinas pelo reativo de Esbach e leitura, apds centrifugacdo, do volume do
precipitado, cuja correlacao com a concentracido foi estabelecida em 1907 por
Nonne e Appelt. Apesar da precisdo limitada, seu emprégo é ainda muito
difundido. Empregando processo semelhante ao de Nissl e 0 mesmo reativo,
Kafka 4 estabeleceu novo método, de precisdao maior em virtude do tipo de
tubos e de padrdo usados.

Além désses, varios métodos tém sido propostos, na maioria limitados a
certos centros, destacando-se alguns, de emprégo mais difundido. Entre éstes
se coloca o de Denis e Ayer!7, que tem sofrido varias modificacoes, como
as de Ayer, Dailey e Fremont-Smith 2 e de Cipriani e Brophy 7; baseia-se
na analise turbidimétrica do material tratado pelo acido sulfossalicilico. Em
1937, Merritt e Fremont-Smith 17 consideravam-no como o que fornecia re-
sultados mais proximos do real; sua seguranca, entretanto, tem sido posta
em duvida e Bauer e Angelstein 3, num estudo- comparativo entre trés mé-
todos, concluiram ser éle o menos preciso; todavia, sua utilizacdo continua
a ser preconizada (Wawersick e Boeckler 21). Mais recentemente, Bossak,
Rosenberg e Harris 5 desenvolveram método turbidimétrico baseado na pre-
cipitacao das proteinas pelo acido tricloroacético, tendo demonstrado ser me-
nos sensivel a variacdes das taxas relativas de albumina e globulinas que o
anterior; Harding e Harris 2 aperfeicoaram éste método.

Varias técnicas colorimétricas tém sido também desenvolvidas, como a
de Machebeuf e Rebeyrotte 1, operando com o &cido nitrico e a de Ditte-
brandt 9, com o reativo do biureto de Weichselbaum.

Trabalho da Seccdo de Liqliido Cefalorraquidiano do Laboratério Central do Hos-
pital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Univ. de Sdo Paulo (Servico do
Dr. O. A. Germek), apresentado no XIX Congresso Internacional de Oto-Neuro-oftal-
mologia (S&o Paulo, junho de 1954).
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Os registros da literatura assinalam padroes de normalidade diversos, por
vézes variando entre limites muito grandes, obtidos por métodos diferentes
de dosagem. Assim, Andia! estabelece como normal a taxa de 28 mg por
100 ml; para Bonola ¢ os limites normais estdo entre 10 e 15; para Cantani 6,
vao até 20; para Demme 8, variam entre 19 e 28; para Eskuchen 19, entre
20 e 25; para Kafka !4, entre 10 e 30; para Lange'5, entre 10 e 20; para
Levinson 16, entre 13 e 47; para Fiessinger, Olivier e Herbain!!, em torno
de 20; para Merritt e Fremont-Smith 17, entre 15 e 45; para Mestrezat 18,
entre 13 e 30 mg por 100 ml. Isto, assim mesmo, sem considerar o nivel
de colheita e as variag¢bes etarias.

Varios estudos comparativos entre métodos tém sido efetuados tendo co-
mo finalidade principal explorar a precisdo relativa de cada um; assim,
Bauer e Angelstein 3, que compararam os de Kafka, do biureto e do &cido
sulfossalicilico, ddo mais crédito ao primeiro; Sandmann 20, comparando o
método de Gleiss e Hinsberg (fotométrico) com o de Kafka, encontrou maior
sensibilidade naquele; Wikoff e Kazdan 22 verificaram sensibilidade seme-
lhante nos métodos de Johnston e Gibson (acido tricloroacético a 209%), de
Matz e Novick (reativo de tungstato de sodio e &acido sulfirico) e o de
Denis e Ayer, todos turbidimétricos.

Com a finalidade de explorar até que ponto as particularidades de cada
método influenciam sO6bre as variacoes das taxas consideradas normais, foi
efetuado o presente estudo, utilizando os métodos de Denis e Ayer, Bossak
e col.,, Machebeuf e Rebeyrotte e de Dittebrandt.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de LCR obtidas de pacientes internados na Clinica.
Neurolégica do Hospital das Clinicas da Fac. Med. da Univ. de Sdo Paulo, examina-
das, de preferéncia, no mesmo dia da colheita. Quando isto ndo era possivel, eram
mantidas em congelador até a ocasido oportuna. As amostras s6 foram utilizadas
quando limpidas e incolores e sempre apés centrifugacio.

Inicialmente foram constituidas trés misturas (“pools”), de aproximadamente 500
ml cada uma, de liquores provenientes de cérca de 100 pacientes, sendo determinadas
suas taxas de nitrogénio total pelo método macro-Kjeldahl, segundo a técnica de Hil-
ler, Plazin e van Slyke ®; para cada “pool” foram feitas dosagens em duplicata, em-
pregando, de cada vez, 100 ml de LCR com a finalidade de evitar o érro determinado
pela pequena concentracdo protéica habitualmente encontrada no liquor. A taxa de
nitrogénio protéico foi obtida pela diferenca entre a taxa de nitrogénio total e a de
nitrogénio ndo protéico, esta ultima determinada pelo micro-Kjeldahl, segundo a téc-
nica dos mesmos autores 3, A concentracdo protéica de cada “pool” foi, entdo, cal-
culada pela multiplicacdo da taxa de nitrogénio protéico pelo fator 6,25 (taxa pro-
téica = N protéico X 6,25).

A partir dessas amostras foram cuidadosamente preparadas diluicdes, as quais
foram submetidas a anéalise pelos 4 métodos em estudo: de Bossak e col.,, de Denis
e Ayer, de Dittebrandt e de Machebceuf e Rebeyrotte. Os dois primeiros sdo turbi-
dimétricos e os ultimos, colorimétricos; a leitura dos resultados foi efetuada em es-
pectrofotometro Coleman Junior, modélo 6-A, no comprimento de onda preconizado
para cada um désses métodos: 420 milimicra para o de Bossak e col.; 555 para o de
para o de Dittebrandt; 420 para o de Denis e Ayer; 425 para o de Machebcuf e Re-
beyrotte. Para os dois ultimos foi feita exploracdo prévia usando cubas 6-304. A
transmitancia registrada para cada uma das diluicdes, cuja concentracdo era conhe-
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cida, foi lancada em papel semilogaritmico contra a concentracdo conhecida, sendo,
assim, estabelecidas as respectivas cartas de calibracao.

Certo numero de amostras de LCR cuja taxa de proteinas foéra préviamente ava-
liada pelo método de Nissl foram analisadas para cada um dos métodos em estudo
e a concentracdo calculada pela carta de calibracdo respectiva. Em 20 amostras fo-
ram feitas determinacdes concomitantes pelos 4 métodos acima citados e pelo de Nissl.
Uma mesma amostra foi submetida a 5 determinacdes sucessivas para cada método,
a fim de se calcular o desvio médio padréao.

RESULTADOS E COMENTARIOS

Dos trés “pools” de LCR onde foi determinada a taxa de proteinas to-
tais pelo método de Kjeldahl, dois apresentavam teor protéico pequeno e
um, elevado; os resultados foram, respectivamente, 24, 37 e 184,5 mg por
100 ml. As curvas de calibracdo de cada um dos métodos, obtidas pela to-
mada de varios pontos, correspondentes a diluicdo désse material, estdo re-
presentadas no grafico 1.
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A analise das curvas obtidas mostrou obadiéncia & equacio da reta até
a transmitancia de 25% nos dois métodos turbidimétricos e até o maximo
analisado, para os colorimétricos (35% para o método de Machebeceuf e Re-
beyrotte e 62% para o de Dittebrandt), correspondendo a tais transmitan-
cias as concentragdes assinaladas no quadro 1.

10 50 100 150

Concentracao

|
g d !
Método ‘ (mg/100 ml)
Bossak e col. .................. 74,5
Denis e Ayer .................. 110,0
Machebeeuf e Rebeyrotte # ...... 184,5
Dittebrandt * ................... 184,5
Quadro 1 — Concentracdes correspondentes ao limite de

transmitancia que obedecia & equacdo da reta nas curvas
de calibracdo. * Valor mdaximo explorado.
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Para o espectrofotémetro tipo Coleman Junior, as medidas da transmi-
tancia apresentam fidelidade entre 5 e 90%, embora o érro instrumental efe-
tivo ji seja maior a partir de 80%. A limitacdo decorrente corresponde a
taxas baixas para os dois métodos turbidimétricos, médias para o de Mache-
beeuf e Rebeyrotte e elevadas para o de Dittebrandt (quadro 2).

Concentracdo (mg/100 ml)
Método
T = 90% T = 80%
Bossak e col. .................. 5,0 11,5
Denis e Ayer .................. 8,5 17,5
Macheboeuf e Rebeyrotte ....... 15,0 31,5
Dittebrandt .................... 40,0 85,0
Quadro 2 — Valores de concentra¢io correspondentes as transmitancias de 80 e 90%.

Os valores conceituados como normais para a proteinorraquia, variando
de autor para autor, tornam dificil o estabelecimento de um numero médio;
mesmo assim, tomando como meédia a concentracdo de 20 mg por 100 ml,
apesar de a maioria das amostras analisadas proceder de colheita cisternal
(puncdo suboccipital) onde o teor protéico é menor que no liquor lombar,
ao qual correspondem a maioria dos valores registrados na literatura. A
uma concentracdo de 20 mg por 100 ml corresponde uma transmitancia in-
ferior a 80% apenas nos dois métodos turbidimétricos estudados; dos colo-
rimétricos, é inferior a 90% apenas para o de Machebceceuf e Rebeyrotte.

As amostras cujas taxas protéicas foram avaliadas pelo método de Nissl
e determinadas por um dos métodos em estudo estdo grupadas no quadro 3,
segundo a transmitancia registrada. Pela analise désse quadro se verifica
em relacao as taxas de 10 e 15 mg (Nissl) que em nenhuma ocasido a trans-
mitancia correspondente foi igual ou maior a 909 pelo método de Bossak e
col. (69 amostras); em 3, de 63 amostras, pelo método de Denis e Ayer; em
13, de 69, pelo de Machebeeuf e Rebeyrotte e em 35, de 62, pelo de Ditte-
brandt. Isto vem mostrar a pequena fidelidade dos ultimos métodos na de-
terminag¢do da proteinorraquia normal, pelo érro instrumental efetivo intro-
duzido. Como éste érro existe também para transmitancias entre 80 e 90%,
embora em menor grau, fica evidente a pequena fidelidade dos métodos co-
lorimétricos estudados, ji4 que a maioria das amostras analisadas por éles
apresentou transmitancia acima de 80% (quadro 4).

A mesma analise mostra a maior seguranca oferecida pelo método de
Bossak e col. em relacao ao de Denis e Ayer, bem como sugere uma expli-
cacdo para a discordincia entre os valores propostos como normais por di-
versos autores, uma vez que se pode observar uma tendéncia a elevacido da
concentracao média de cada grupo, proporcional ao aumento do numero de



PROTEINORRAQUIA. ESTUDO CRITICO DE METODOS DE DOSAGEM 307

amostras sujeitas a érro instrumental efetivo grande (transmitancia maior
ou igual a 909%).

Transmitancia (%) Concen-
Ne de
Método Niss! tracéo
60a | 70a | 80a casos .
60 69,5 79,5 89,5 90 média
Bossak e col. 10 4 14 26 3 — 47 18,0
(91) 15 — 16 6 — — 22 20,5
20 5 6 4 — — 15 25,5
30 6 — 1 — — 7 39,5
Denis e Ayer 10 —_ 1 11 235 3 | 50 17,0
(88) 15 1 — 7 S5 — 13 24,0
20 1 5 10 6 — 22 27,0
30 1 1 1 — — 3 39,0
Machebeeuf e 10 — 2 3 38 ! 12 55 24,0
Rebeyrotte 15 — — 7 6 1 14 29,0
(93) 20 — — 14 5 — 19 25,0
30 1 3 —_ 0 — 1 5 . 515
I
Dittebrandt 10 — — — 1 19 31 50 40,0
(81) 15 — — 1 | 7 4 12 43,5
20 — — 3 \ 6 7 16 54,5
30 — — — ' 3 — 3 71,5
Quadro 3 — Distribuicdo de certo nimero de amostras segundo a transmitancia re-

gistrada e conforme a concentracio avaliada (Nissl). A concentracdo média corres-

ponde & média dos valores de concentracdo dessas amostras, obtidos a partir da

carta de calibracdo do método. O numero entre parénteses corresponde ao total de
amostras analisadas pelo método. Valores de concentracdo em mg/100 ml.

Método G
Bossak e col. (69).... 4,34
Denis e Ayer (63).... 68,25
Machebeeuf e Rebeyrotte (69). .. 82,60
Dittebrandt (62).... 98,38
Quadro 4 — Percentual de amostras cuja

transmitdncia foi maior ou igual a 80% em

relacdo ao numero total de amostras consi-

deradas, colocado entre parénteses, e cujo teor

protéico (10 a 15 mg por 100 ml) féra avaliado
pelo método de Nissl.

Esse fato é bem ilustrado por uma série de 20 amostras cujo teor pro-
téico fora avaliado pelo método de Nissl em térno de 10 mg por 100 ml, nas
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quais foi efetuada a determinacdo da proteinorraquia pelos quatro métodos.
Os resultados (quadro 5) mostram um aumento da média das concentragdes
encontradas concomitante ao aumento do érro instrumental efetivo introdu-
zido pela transmitadncia mais elevada correspondente.

M étodo

Amostra

| Bossak e col. Denis e Ayer M;ggg;:)ﬁee ‘ Dittebrandt

— ‘ L o

1 ! 18,0 21,5 28,5 45,0

2 14,5 14,5 26,5 36,5

3 14,5 15,5 30,0 46,0

4 13,0 16,5 15,0 36,5

5 22,0 26,0 30,0 40,0

6 13,0 10,0 i 15,0 27,0

7 14,5 135 i 21,5 31,5

8 16,5 14,5 ! 20,0 45,0

9 22,0 19,5 25,0 49,0

10 26,5 23,5 33,5 58,0

11 22,0 22,5 23,5 49,0

12 16,5 125 18,5 40,0

13 16,5 17,5 26,0 45,0

14 17,5 13,5 25,0 45,0

15 14,5 12,5 23,5 40,0

16 21,0 16,5 21,5 49,0

17 13,0 22,5 26,5 49,0

18 9,0 18,5 21,5 49,0

19 7,0 13,5 18,5 49,0

20 9,5 14,5 21,5 45,0

Média 16,0 17,0 22,5 43,5

% T 74,0 80,0 85,5 89,5
Quadro 5 — Amostras cujas taxas protéicas foram determinadas concomitantemente
pelos quatro métodos; tdodas tinham sido avaliadas pelo método de Nissl como con-
tendo 10 mg/100 ml de proteinas. Média = média aritmética das dosagens; %T =

transmitancia correspondente a essa média. Valores de concentracdo em mg/100 ml.

A analise de um lote grande de amostras vem corroborar o fato e su-
gerir valores médios mais elevados para os métodos nos guais o érro instru-
mental efetivo influi de modo mais freqliente. No quadro 6, amostras assim
analisadas permitem verificar o deslocamento que sofre o valor de concen-
tracdo a que corresponde maior namero de amostras e o grafico 2, calcado
nesse quadro, ilustra o fato.
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M étodo
Concentracéao
(mg/160 ml) e . | -
Bossak e Denis e Macheboeuf Dittebrand:
col. Ayer e Rebeyrotte
0 — 95 —_ 5 2 —
10 — 19,5 48 53 20 7
20 — 29,5 30 24 34 19
30 — 39,5 11 9 25 15
40 — 49,5 7 3 7 22
535G — 59,5 2 3 2
60 — 69,5 — 2 3 10
70 — 79,5 — 2 1 9
80 — 89,5 — — — 5
80 — 99,5 — — — 2
100 — — — 2
Total de amostras 98 101 94 98
Quadro 6 — Freqliéncia dos valores correspondentes a cada concentracido, em lotes
diversos de amostras analisadas.
A so
40
30
25
0
° 40-495 50-535 60-695 70-795 80-895

10-195 20-295

30-395

C

Grafico 2 — Distribuicdo segundo a concentracio de lotes de amostras analisadas

para cada método.

A = numero de amostras; C = concentracdo (mg/100 ml);

1 método de Bossak e col.; 2 — método de Denis e Ayer; 3 — método de Mache-
beuf e Rebeyrotte; 4 — método de Dittebrandt.

O desvio médio padrao encontrado para cada um dos métodos foi o se-
guinte: método de Bossak e col. 0,6123; método de Denis e Ayer 0,6728; mé-
todo de Machebeeuf e Rebeyrotte 2,3021; método de Dittebrandt 2,0918.
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CONCLUSOES

Os registros da literatura acusam variacbes grandes da taxa normal de
proteinas do LCR, as quais podem ser explicadas, pelo menos em parte, pela
diversidade dos métodos empregados no seu estudo. Estes, nem sempre apre-
sentam a fidelidade requerida para a anlise de material pobre em proteinas
como é o LCR.

Dos métodos analisados, o de Bossak e col. se mostrou satisfatério; os
colorimétricos ndo preencheram os requisitos de fidelidade necessarios para
o estudo de pequenas concentragbes protéicas pela grande influéncia do érro
instrumental efetivo verificada. Tal influéncia é pequena para o método de
Denis e Ayer; entretanto, a somacido desta influéncia do érro instrumental
com o efeito que sofre o método pela variacdo das taxas relativas de albu-
mina e globulinas 5, compromete sua precisdo. O método de Dittebrandt, a
par da grande influéncia do érro instrumental, tem também contra si o fato
de ser sensivel a substancias nitrogenadas com trés ou mais cadeias poli-
petidicas, em vista de usar o reativo do biureto3; embora a curva de cali-
braciio obtida pelo autor seja mais sensivel, ndo foi possivel reproduzi-la, o
que corrobora as observacgdes de Riopel 1 sébre o perigo do emprégo de pré-
calibracoes em espectrofotometria.

As verificacbes déste estudo objetivam a necessidade de se ter em mente
a importancia do érro instrumental efetivo sempre que se empregue espectro-
fotométricamente um método de dosagem da proteinorraquia, pois a deter-
minacdo precisa de taxas pequenas assume grande importancia do ponto de
vista clinico; aumentos discretos podem ocorrer precocemente em certas afec-
coes neuroldgicas, servindo de elemento de orientacdo diagnéstica. Métodos
que fornecam limites muito grandes para as variagdes normais nao sio uteis
sob ésse ponto de vista. Ja os grandes aumentos podem ser mais facilmente
estudados e variacOes nesses niveis tém, do ponto de vista clinico, apenas
valor especulativo.

Embora o presente estudo ndo redna namero de andlises suficiente para
indicar uma média normal, os dados apresentados permitem uma orientacdo
na escolha do método capaz de apresentar fidelidade suficiente para estabe-
lecimento dessas médias normais. Assim, dos métodos analisados, foi o de
Bossak e col. o que se mostrou mais satisfatorio.

RESUMO

Tendo em vista as diferencas existentes entre as taxas consideradas nor-
mais pelos diversos autores para a proteinorraquia, foi feito um estudo para
verificar até que ponto tais diferencas podem ser explicadas por condigOes
de técnica.

Quatro métodos de determinacdo do conteido protéico total do ligiiido
cefalorraquidiano foram analisados — dois baseados em turbidimetria e dois
em colorimetria — sendo utilizado o espectrofotémetro Coleman Junior, mo-
délo 6-A. Os meétodos turbidimétricos foram os de Bossak, Rosenberg e
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Harris e o de Denis e Ayer e os colorimétricos de Machebeceuf e Rebeyrotte
e de Dittebrandt. Para cada um foi preparada carta de calibrac¢ao utilizan-
do dilui¢Ges cuidadosamente preparadas de misturas de liquores limpidos e
incolores, nas quais fora efetuada, préviamente, a determinac¢do do teor pro-
téico pelo método de Kjeldahl.

Determinacbes da taxa protéica foram feitas em certo nimero de amos-
tras (entre 80 e 100) para cada método, sendo as concentracdes correspon-
dentes calculadas mediante a carta de calibracido estabelecida. O contetido
protéico de cada uma delas tinha sido avaliado de modo aproximado pelo
método de Nissl. Os dados obtidos mostraram a influéncia do érro instru-
mental efetivo em relagdo as taxas pequenas, particularmente nos métodos
colorimétricos, a qual foi acompanhada de elevacao das respectivas meédias
dos valores de concentracdo. Esta elevacdo foi evidenciada também em uma
série de 20 liquores cujo conteido protéico foi determinado concomitante-
mente pelos quatro métodos; a freqiiéncia de distribuicdo de quatro séries
de amostras, em zonas de concentragdo, para cada um dos métodos, mostrou
um nimero maior em zonas correspondentes a teores protéicos mais eleva-
dos para aquéles métodos sujeitos a érro instrumental efetivo maior.

Estes dados vém trazer um elemento para a compreensio das diferentes
taxas consideradas normais na literatura, as quais variam, as vézes, entre
limites muito amplos. A determinacdo precisa assume grande importancia
quando encarada do ponto de vista clinico, principalmente quando se tem em
vista o estudo dos aumentos discretos que podem ocorrer precocemente em
certas afeccdes neuroldgicas, servindo de elemento de orienta¢do diagnéstica.

SUMMARY

Critical study on some methods for the determination of protein content
of the cerebrospinal fluid.

On the basis of the difference among values stated as normal by dif-
ferent authors to protein content of cerebrospinal fluid the present study
was enterprised to verify whether these differences might be introduced by
technical conditions. Four methods for protein determination were studied;
two based on turbidimetric reactions and two on colorimetric ones. The
first two were the trichloracetic acid method of Bossak, Rosenberg and Har-
ris and the sulphosalycilic acid method of Denis and Ayer; the colorimetric
methods were those of Dittebrandt (Weichselbaum biuret reagent) and of
Machebeeuf and Rebeyrotte (nitric acid reagent). The calibration was con-
ducted in a Coleman Junior spectrophotometer model 6-A with carefully
prepared dilutions of pools of cerebrospinal fluids clear and colourless whose
protein content was previously determined by the Kjeldahl procedure.

Determination of protein content were made in several specimens of
cerebrospinal fluid by each one of the methods and concentrations calculated
through the calibration curves established. The protein content of all sam-
ples was previously evaluated by the Nissl method in an approximative way.
The data obtained showed an influence of the effective instrument error on
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the normal taxes, specially on the colorimetric methods analised. This was
accompanied by a rise in the mean values for each one. The data of twenty
specimens whose protein content was estimated concomitantly by the four
methods bring further evidence as to agree with this. The frequency of
distribution in concentration zones of four series of specimens studied by
each one of the methods showed a larger distribution in regions of higher
protein concentration for methods with increased influence of effective ins-
trument error.

The present data give a way to understand the different taxes supported
as normal in the literature whose range is sometimes too much extent, bring-
ing difficulty in the evaluation of slight increasings in protein content which
bare importance in the early diagnosis of some neurological affections.
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