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S6BRE UM METODO DE DETERMINACAO DE ODO
NO SORO HUMANO

Maria Helena Sérgio PIOVESAN (1)

RESUMO

Uma técnica simplificada de determinacio de i6do protéico é apre-

sentada.

A técnica é baseada no método de ZAK et alii® e apresenta

as seguintes modificacdes: concentracao das solucGes, tempo e tempera-
tura da reacdo e reducdo no volume do so6ro com diminuicao do tempo

de digestio.
alcalina de BARKER et aliiz.

A técnica simplificada foi comparada com a de digestdo

INTRODUCAO

A dosagem de iddo protéico ¢ con-
siderada, atualmente, como um método
de exploragio indispensavel da ativida-
de tireioidiana. Sua determinacdo, por
método simples, foi descrita primeiramen-
te por CHANEY?® 1940, o qual utilizou
a reacdo de SANDELL & KOLTHOFF %, que
consta da redugdo de ions céricos por
arsenitos, quando catalizada por iodetos.
Modificagoes e simplificacdes no método
tém sido propostas por diversos autores
¢ envolvem sempre duas etapas.

a) Mincralizacio do iddo organico
das proteinas precipitadas.
b) Determinacio colorimétrica désse

10do.

A mineralizacdo pode se efetuar em
meio acido® * ¢ em meio alcalino®® * ¢,

Em nosso laboratorio utilizamos, ini-
cialmente, a téenica de BARkER et alii °
Embora ésse método nos leve a resulta-
dos corretos e reprodutiveis, a técnica
exige manipulacdo trabalhosa e tempo
longo, tanto no que se refere a precipita-
cio das proteinas, quanto a fase de di-
gestdo. Nesta fase, ha necessidade de
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rigorosa padronizacio da temperatura e
do tempo de incineragdo das amostras,
pois a presenca de carvao no residuo
propicia resultados ndo verdadeiros. A
dissolugido acida das cinzas incineradas,
como a subseqiiente formacdo de CO.,
pode também levar a perda de idodo.

A técnica original de ZAk et alii?,
que consta essencialmente, de precipita-
cdo Aacida seguida da digestdo clorica,
tem sido modificada por diversos auto-

res. [Estas técnicas, quando repetidas
de maneira controlada por no6s, ainda
nos deram resultados insatisfatorios.

Por éste motivo, tentamos introduzir al-
gumas modificacdes, as quais foram ri-
gorosamente testadas ¢ os resultados
obtidos, nos animam a apresenta-las no
presente trabalho. O mdétodo modificado
levou-nos a resultados precisos e ainda
as vantagens de tempo util curto e me-
nor a manipulacdo, uma vez que, 0 ma-
terial a analisar permanece no tubo até
o final da digestio. Este fato ainda
concorre para evitar contaminagdo. Di-
ga-se, ainda, que nesta técmica ha con-
trole facil de digestdo e possibilidade de
se fazer maior numero de analises.
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A dosagem de iddo protéico de um
homogenado de soros foi feita pelos dois
métodos ¢ os resultados serdo apresen-
tados. ‘

Daremos a seguir os detalhes da téc-
nica original de ZAk et alii®, por nos
modificada, no que se refere as concen-
tragdes dos reagentes, volume inicial do
sOro e ao processo técnico propriamen-
te dito.

MATERIAL

Reagentes:

Todos os reagentes usados eram isen-
tos de i0do e suas solucdes preparadas
com agua bi-destilada, deiodizada em re-
sinas.

Como a técnica de determinacio de
iddo protéico é extremamente sensivel a
impurezas, ¢ conveniente trabalhar em
local isolado, com vidraria e reagentes
separados.

Acido clorico — 28%:

Em um béquer de 3 litros, adicionar
500 g de KCIO; e 910 ml de H.O.
Aquecer at¢ a dissolugdo. Agitando cons-
tantemente, adicionar 375 ml de HCIO,,
70-72%, com o auxilio de um funil de
separagdo. Esta adicdo deve ser feita
gota a goOta até que, aproximadamente,
metade do volume de HCIO, tenha sido
consumido. A seguir, aumenta-se o nii-
mero de gotas até a adicdo final. Co-
bre-se o baldo e deixa-se esfriar a tem-
peratura ambiente. Guardar por uma
noite a —23°C. Filtrar em Biichner,
usando papel de filtro Whatman n.° 1.
Guardar na geladeira em frasco escuro.
Essa preparagdo rende aproximadamen-
te 1 litro.

Solucdo de arsenito de sodio 0.1 N:

Em um béquer, adicionar 4,95 g de
As.O; ¢ 25 ml de H.O, contendo apro-
ximadamente 3 g de NaOH. Neutralizar
com H.SO, 5 N, usando-se fenolftaleina
como indicador. Adicionar 25 g de NaCl
e 200 ml de H.SO, 5 N. Diluir a 1
litro.
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Solugdo de cromato de sodio 196:

Pesar 1 g de cromato de sodio ¢ dis-
solver a 100 ml de solucdo.

Solucdo de dcido tricloroacético
(TCA) 5%

Dissolver 5 g de TCA em 100 ml da
solucdo.  Esta solucdo deve ser feita
semanalmente ¢ guardada na geladeira.

Solugdo de H,SO, I N:

Adicionar vagarosamente 26,5 ml de
H.SO, concentrado (densidade 1,84) em
500 mi de H.O.

Solugdo de sulfato de cério ¢
aménea 0,0474 N:

Dissolver 30 g de sulfato de cério e
amonea em 1 litro de H.SO, 7,5 N.
Guardar em frasco escuro.

Solugao padrio de KIO,:

Pesar 168,5 mg de rcagente analitico
séco e dissolver em 1 litro de H,O. Di-
luir 10 ml déste padrdo a 1 litro de H.O.
Constitui uma solucio de 1 pg de 17 /mlL

Aparellos e utensilios:

Fotocolorimetro Evelyn, filtro 420.
Banho-maria com temperatura cons-
tante 28 + 0,1°C.
Aquecedor clétrico com agitador mag-
nctico.
Centrifugador — 23500 rpm.
Crondmetro.

METODO
Precipitagdo do iédo protéico:

Em tubos pirex de 15/120 mm, de
fundo redondo, em duplicata, adicionar
0,5 ml de sOro e precipitar as proteinas
com 10 ml de solucio de TCA 5¢.
Essa precipitacdo deve ser feita de vez,
a fim de separar o i0do inorgdnico das
proteinas. Esperar 20 minutos e a se-
guir centrifugar por 10 minutos. Des-
prezar o sobrenadante. Remover o pre-
cipitado com leves batidas no tubo. La-



PIOVESAN, Maria Helena S.
Arq. Fac. Hig. 8. Paulo, 20:123-128, 1966.

Sébre um método de determinacdo de iddo no sbéro humano.

var com 10 ml de TCA 5%. Esperar
20 minutos. Centrifugar novamente.
Desprezar o sobrenadante.

Digestdo:

Adicionar ao precipitado 0,1 ml de
solucdo de Na,CrO, e 3 ml da solugio
de HCIO,; 28%. Numa das amostras
do soro adicionar 0,5 ml de solucao de
KIOi 0,04 ‘LLgI—/lnl.

Uma curva padrdo ¢ feita em idénti-
cas condicdes as do sbro, usando-se a
solucdo padrdo de KIO, com 1 pg de
iodeto/ml.

Pipetar 4, 8, 12 e 16 ml desta solugdo
e diluir a 100 ml, correspondendo assim
a concentragio de 0,04, 0,08, 0,12 ¢
0,16 pg de iodeto/ml respectivamente,
e a seguir juntar solugdo de acido clo-
rico e a de cromato de so6dio como a
seguir:

K10,

a) 0,04 pug de 1= /ml — 0,5 ml
b) 0,08 pg de I=/ml — 0,5 ml
¢) 0,12 pg de I=/ml — 0,5 ml
d) 0,16 pg de I-/ml — 0,5 ml
e) O pg de I7/ml — 0 ml

Os tubos sdo colocados em banho de
o6leo mineral *, tomando-se o cuidado de
deixa-los suspensos na solu¢do, com au-
xilio de telas de arame. Aquece-se o
oleo vagarosamente (cérca de 30 minu-
tos) at¢ atingir a temperatura de 120°C.
Conserva-se essa temperatura, com va-
riacoes maximas de +10°C, at¢ o final
da digestao.

A digestdo termina quando o volume
final ¢ de aproximadamente 0,5 ml. Pe-
riddicamente e, principalmente, na fase
final da digestdo, observar, se hi va-
riagdo da cOr amarelo laranja para o
amarelo esverdeado, verde e incolor,
quando ocorre a redu¢do do ion cromi-

* Esso extra motor oil 30.

co e cromoso, com conseqiiente perda
de i0do. Se eventualmente tal reducdo
acontecer, adicionar gotas de acido clo-
rico, até se conseguir. novamente a cor
amarelo laranja.

A digestdo se completa quando nos
tubos resfriados formarem-se pequenos
cristais vermelhos de CrQO,. Se tal nio
ocorrer, adicionar 1 a 2 gotas de acido
clorico e voltar o residuo ao digestor.
O tempo gasto nesta fase ¢ de, aproxi-
madamente, 6 horas.

Verificamos que éste intervalo poderd
ser reduzido para 1,5 a 2 hs, se forem
usados tubos de didmetro maior (por
exemplo 30-130 mm). Nessas condi-
coes, ha, porém, necessidade de vigilan-
cia constante durante tdda a fase de di-
gestdo e ocasional adicdo de HCIO; nos
tubos da prova.

HCIO, Na.,CrO, H.,O
3 ml 0,1 ml —
3 ml 0,1 ml —-
3 ml 0,1 ml —
3 ml 0,1 ml —
3 ml 0,1 ml 0,5 ml

Colorimetria e determinacdo do iédo:

Quando a digestdo se completa, o
material ¢ transferido para os tubos
do fotocolorimetro Evelyn (tubos de
20-180 mm). A remogao ¢ feita cuida-
dosamente e os tubos de digestdo sdo
lavados com os reagentes, na seguintc
ordem: 2,0 ml de solugdo de arsenito
de sodio; 3 ml de solucdo de H,SO, 1 N;
4 ml de agua deiodizada. A seguir, os
tubos do colorimetro sdo colocados em
banho-maria a 28°C durante 15 minutos.

Faz-se entdo a adicdo em cada tubo,
de 0,5 ml da solucdo cérica em interva-
los de 30 segundos. 30 minutos apos,
sdo lidas as percentagens de transmissdo,
respeitando-se a ordem dos tubos e in-
tervalos de 30 segundos. Um branco a
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100% de transmissdo ¢ usado com 4gua
destilada.

A curva padrido é tracada e por elas
sdo calculados os resultados de PBI'#
em pg de iodeto/100 ml de soro.

Os valores lidos em percentagem de
transmissdo da curva padrdo ja referi-
dos estido situados entre 20-60%.

Achamos indispensavel trabalhar sem-
pre com provas de recuperagdo e com
um sbro contrble, cuja concentracdo em
iddo seja exatamente conhecida.

Quando a recuperagio for = 10% do
valor esperado, a analise devera ser re-
petida para a confirmacio do resultado.

Presentemente, estamos utilizando os
tubos de 20-160 mm para precipitacio
e digestdo das proteinas. Dessa manei-
ra, ndo ha necessidade de transferéncia
de tubos, e o tempo de digestio fica
reduzido de 2,30 a 3 horas. Oportu-
namente, divulgaremos os resultados.

RESULTADOS

Testamos o método acima descrito
com um “pool” homogeneizado de so-
ros e tendo sido obtido com a observa-

¢do de 100 amostras de mesmo univer-
so, os valbres amostrais:

X = 4,27 ug de iodeto/100 ml

s = 0,27 pg de iodeto/100 ml

chegamos a seguinte estimativa por in-
tervalo: com 95% de confianca dize-
mos que a média naquele universo esta
contida no intervalo:

3,74 pg 17 /100 ml |—| 4,80 pg 17 /100 ml

No teste de recuperagdo adiciona-
mos & amostra, iddo correspondendo
4 ug/100 ml e tendo sido obtidos os
seguintes valores amostrais:

X = 8,34 ug de iodeto/100 ml

chegamos a seguinte estimativa por in-
tervalo de confianca de 95% de valor
medio pesquisado:

7.61 ug de iodeto/100 ml |

t

de iodeto/100 ml

9.07 ng

No estudo comparativo entre as técni-
nicas de determinacdo clorica e a de
Barker (Tabelas 1 e II), obtivemos os
seguintes resultados para 20 amostras
de um outro “pool” homogeneizado de
SOros:

TABELA 1

Resultados das analises dos soros, segundo o método de Barker e segundo o método
de digestao clérica modificado

Valores amostrais
Métodos
Média Desvio padréao Coeficiente de
(em ,g I—/100 mD) | (em ;g I—/100 mD variagao
|

Método de Barker ........ 4,20 0,12 2,8%
Método de digestao clorica,

modificado ............. 3,94 0,19 4,8%
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TABELA II

Resultados das andlises dos soros aos quais foram adicionados 4 ;g I—/100 ml

Valores amostrais

Métodos
Média Desvio padrao Coeficiente de
(em ,g 1—/100 ml) | (em ,g I—/100 ml) variacio
Método de Barker ........ 8,30 0,25 3,1%
Método de digestdo clérica,
modificado ............. 8,04 0,24 31%
COMENTARIOS A variagio da concentracio H.SO,

Conforme foi descrito foram alteradas
as concentragoes das solugdes de Cett,
As*t, CI— 80O, —, temperatura e tem-
po da reacao.

Alteramos a concentracdo da solucio
de Ce,*, no sentido de obtermos leitu-
ras de extincdo entre 0,7-0,1, pois ¢é
nesta faixa de leitura que ha maior pre-
cisdo dos resultados, uma vez que a con-
centracdo de iodeto das amostras, em
geral varia entre 0,01-0,06 ng.

Para se determinar essa concentracdo
ideal, preparamos curva padrdo do modo
ja descrito, mantendo todos os outros
recagentes nas propor¢des ja menciona-
das variando sOmente as concentragdes
de solugdes Ce't. A melhor curva que
obtivemos corresponde a solugdo cuja
concentracdo de Ce** foi 0,0047 N (no
método de Zak a concentragdo ¢ de
0.016 N). '

O mesmo procedimento fizemos para
escolher a melhor concentracdo da so-
lucdo de As**  Verificamos que, 0s
melhores resultados foram obtidos, quan-
do a concentracio de As™?® foi 0,02 N
(no método de Zak a concentragio ¢ de
0,0066 N).

Por outro lado notamos também, que
a melhor curva foi obtida na temperatu-
ra de 28°C e as leituras de transmissdo
feitas 30 minutos apos adi¢do da solu-
cao de Cet*t.

dentro dos limites 0,5-1,5 N nio inter-
fere nos resultados.

Sabe-se que a presenca de cloreto ¢
necessaria para que o iodeto exer¢a um
total efeito catalitico na redugao do ion
Ce*+, quando na presenca de arsenito.
Para testar o efeito catalitico maximo,
preparamos curvas padrdo com varia-
cdes do teor de cloreto. Melhor resul-
tado obtivemos quando a concentracao
da solugio foi 0,894 N.

Fazendo a analise estatistica dos re-
sultados, verificamos que o método mo-
dificado é preciso, que as provas de re-
cuperagido variaram entre 99-105%.

‘Os trabalhos publicados sobre o as-
sunto, quando testam repetidas vézes o
mesmo “pool” de soros, apresentam re-
sultados, cujas diferencas estdo por vol-
ta de 1 pg%. Aplicamos entdo o teste
de significancia as médias obtidas pelos
dois métodos para verificar se diferiam
de mais de 1 pg%. Rejeita-se a hipo-
tese de que estas médias sejam diferen-
tes ao nivel de 5%.

A fim de verificar se poderiamos acei-
tar, que as duas distribuicdes das dosa-
gens de PBI'*, por ambos os métodos,
teriam a mesma variabilidade, fizemos o
teste de hipotese de duas varidncias e
aceitou-se, ao nivel de 5%, que as va-
ridncias dessas duas distribui¢bes eram
estatisticamente iguais.
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CONCLUSOES

1. Tendo em vista os resultados apre-
sentados nas dosagens, concluimos
que o método modificado ¢ preciso,
sua técnica menos trabalhosa e o
tempo util mais curto.

2. Comparando os dois métodos, as
médias de dosagens ndo diferiram
de mais de 1 pg%.

3. Ambos os mctodos apresentaram a
mesma variabilidade.

SUMMARY

A simplified technique for determination of
serum protein bound iodine (PBI) is pre-
sented. The technique is based on the ZAK
et alii ® method, and it includes the following
modifications: concentrations of solutions, ti-
me and temperature reaction, less serum vo-
lume is wused with digest time decreased.
The simplified method was comparated with
the BARKER et alii ® alkaline ashing technique.
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