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En la clinica endocrinoldgica, la determinacion
del estado funcional de la glindula tiroides es de
suma importancia. Los niveles de yodo organico
del suero, presentan relacion directa con la activi-
dad del tiroides. Esta fraccién estid constituida por
la hormona tiroidea, principalmente por la tiro-
xina y por fracciones de menor contenido de yodo
que se encuentran ligadas a las proteinas séricas,
tales como la triyodotironina. Por otra parte, la
otra forma del yodo sérico, el yodo inorginico, no
refleja directamente el estado funcional de la glan-
dula tiroides, aunque si podria reflejar el balance
en el organismo entre la ingesta, el metabolismo
y la excrecién de yodo. La determinacion del yodo
ligado a las proteinas séricas (PBI), por consi-
guiente, es una medida de la funcién tiroidea. Los
valores bajos de PBI se asocian con e! hipotiroi-
dismo, mientras que los valores altos, por arriba
de lo normal, se observan en los casos de hiperfun-
cién de Ja glandula tiroides.

La determinacién del PBI en el suero, constituye
un método que se ha popularizado grandemente de-
bido a que en los 1ultimos atios se han encontrado
técnicas que pueden ser aplicables en los labo-
ratorios cl/nicos. Sin embargo, estas técnicas no
son faciles, el procedimiento es tedioso y requie-
re gran experiencia y cuidado en su ejecucién, El
objetivo principal de esta publicacion es describir
y discutir la determinacién del yodo ligado a las
proteinas séricas (PBI), mediante la técnica de
Grossman y Grossman (1) adaptada para ser facil-
mente aplicable en los laboratorios clinico-bioqui-
micos.

PRINCIPIO DEL METODO

Las proteinas del suero y el yodo ligado a las
mismas se precipitan con sulfato de zinc e hidro-
xido de sodio (precipitacién de Somogyi). El yodo

* Instituto de Nutricibn de Centro América y Pa-
namé. Publicacibon INCAP E-198.

inorganico se elimina por medio de lavados suce-
sivos con agua destilada. La proteina se destruye
por calcinacion en medio alcalino y el yodo se
determina colorimétricamente mediante la reaccién
de Sandell y Kolthoff (2), que se basa en la ac-
ciéon catalitica del i6n yoduro sobre la reduccién
de las sales céricas por medio del ién arsenioso.
Las sales céricas, que son de color amarillo, al ser
reducidas pierden su color.

++++ I- +++
Ce + ASO— =3 Ce
Amarillo 2 Incoloro

Esta reaccion depende tanto del tiemps de reac-
cion como de la concentracién del catalizador y
temperatura. Manteniendo el tiempo de reaccién
constante, asi como la temperatura, ésta se vuelve
unicamente dependiente de la concentracién de
yodo. Asimismo, utilizando un exceso de iones
céricos, la pérdida de color se puede determinar
colorimétricamente. Ademdas, de acuerdo con el
método de Grossman y Grossman, tal reaccidén se
detiene a un tiempo estdndar por medio del sul-
fato de brucina, obteniendo asi una coloracién es-
table.

MATERIAL Y METODOS
A. Reactivos

1. Agua bidestileda en aparato de vidrio.

2. Sulfato de Zinc al 10%. Disuélvanse 100 g.
de ZnS0O,TH:O hasta completar un litro
con agua bidestilada.

3. Hidréxido de sodio 05N. 20 g de NaOH
por litro. Titdlense 10 ml, de la solucién
de sulfato de zinc con la solucién de hidré-
xido de sodio usando fenolftaleina como in-
dicador, y ajustese la concentracién del hi-
dréxido de sodio para que 10.8 a 11.2 ml
den el punto final,
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10.

Carbonato de sodio 4 N. Empléense 212 g,
de Na.CO, anhidro por litro.

Acido clorhidrico 2 N. Utilicense 175 ml
de HCl concentrado (d=1.18) por litro.

Arsenito de sodio al 1%. Disuélvase 1 g.
de NaAsO. y complétese hasta 100 ml. Esta
solucién también se puede preparar disol-
viendo 7.6 g de AsO, y 4 g. de NaOH en
una pequefia cantidad de agua bidestilada,
hasta lograr un volumen final de 100 ml.
Diez ml. de esta solucién -diluidos a 100 ml.
con agua bidestilada constituyen una solu-
cién de trabajo similar a la de arsenito de
sodio al 19,

Estindar de yodo. Solucibn Madre No. 1.
Disuélvanse 130.8 mg. de KI desecado, llévese
a volumen de 1 litro con solucién de car-
bonato de sodio 4 N, y guardese en un [ras-
co pyrex. Esta solucién contiene 100 mcg.
de yodo por ml.

Solucion Madre No. 2. Dildyanse 10 ml. de
la solucion madre No, 1 a 100 ml. con so-
lucién de carbonato de sodio 4 N y guar-
dese también en un [rasco pyrex. Esta so-
lucién tiene una concentraciéon de 10 mcg.
de yodo por ml

Solucién estindar de trabajo. Diliiyase 1 ml.
de la solucién madre No. 2 a 100 ml. con
solucién de carbonato de sodio 4 N y, al
igual que en los casos anteriores, guardese
en un frasco pyrex. Esta soluciéon contiene
0.1 mcg. de yodo por ml

Acido sulfirico 7 N. Diltyanse 200 ml. de
H.SO: concentrado (d=1.84) a 1 litro, con
agua bidestilada.

Sulfato cérico amoniacal. Disuélvanse 5 g
de (NH.):Ce(S504)s. 2H;O y llévense a 1
litro con acido sulfirico 7 N.

Sulfato de brucina al 19%. Utilicese 1 g.
por 100 ml. de solucién.

B. Aparatos

Tubos pyrex de paredes gruesas. A. H. Tho-
mas: No. 9454-D. 125X16 mm.

Agitadores de vidrio de 2 mm. de didmetro
y 20 cm. de largo.

Centrifuga.

Estufa eléctrica con termostato para man-
tener la temperatura a 90° C.

Ilorno de mufla con pirdmetro.

Bafio de maria, eléctrico con termostato re-
gulable,

Espectrofotémetro o filtrofotémetro  (colori-
metro) con filtro de transmision de 420 mu.

C. Procedimiento Analitico

1. Precipitacibn y lavado de las proteinas.
En tubos pyrex, dos para cada muestra, se
pone 1 ml de suero y se diluye con 7 ml
de agua bidestilada. Esto se mezcla con
los agitadores de vidrio, usando uno para
cada tubo; se agrega 1 ml. de la solucién
de sullato de =zinc, agitando nuevamente,
luego 1 ml. de la solucién de hidréxido de
sodio 0.5 N, Los tubos se agitan bien con
los agitadores de vidrio y se dejan reposar
durante cinco minutos. Los agitadores se
remueven eliminando el material pegado a
ellos por frotacion con las paredes del tubo
y, por Gltimo, se lava el agitador con una
pequefia cantidad de agua bidestilada (apro-
ximadamente 1 ml). Estos agitadores tie-
nen que guardarse, ya sea en pequefios tu-
bos de vidrio o en una gradilla de made-
ra, perfectamente identificados para que se
puedan usar de nuevo durante todo el pro-
ceso.

Cuatro tubos, a los que no se les pone
suero, se procesan al mismo tiempo, utili-
zando dos para «blancos» y dos para el estin-
dar de yodo. Todos los tubos se centri-
fugan durante 10 minutos a 2,600 rpm y
luego se descarta el sobrenadante por in-
version. Los tubos se escurren boca abajo
sobre papel filtro. Reinsertando los agi-
tadores de vidrio respectivos a cada tubo,
el precipitado se esparce por las paredes y
luego, agregando pequefias cantidades de
agua, se agita perfectamente hasta destruir
los grumos y obtener una suspension uni-
forme. Se agrega mas agua destilada la-
vando las paredes del tubo hasta obtener
un volumen aproximado de 10 ml., agitando
continuamente para lavar bien el precip:ta-
do. El agitador de nuevo se remueve como
se ha explicado anteriormente. Repitase la
centrifugacion y el lavado con agua bides-
tilada en la forma descrita hasta comple-
tar un niimero de tres lavados, en el Gltimo
de los cuales, los tubos de nuevo se centri-
fugan y el sobrenadante se descarta.
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A cada tubo que contenga las muestras
y a dos tubos de los «blancos», se agrega
1 ml. de solucion de carbonato de sodio 4N,
Se agitan bien con los agitadores de vi-
drio respectivos y luego se eliminan los
grumos adheridos, por frotacion con las pa-
redes del tubo, y se lavan los agitadores
con una pequefia cantidad de agua. Algu-
nas veces se prefiere agregar primero 0.8
ml. de la solucién de carbonato de sodio,
se mezcla bien y luego se lavan los agita-
dores con 0.2 ml. de la solucién de carbo-
nato de sodio.

A los tubos que se han designado para
los estindares, se agrega exactamente 1 ml.
de la solucién estandar que contiene 0.1 mcg.
de yodo por ml. (solucién estandar de tra-
bajo), y se mezclan con el agitador, lavando
éste con una pequefia cantidad de agua.

2. Incineracién. Todos los tubos se colocan
en una estufa a la temperatura de 80 a
90° C hasta llevarlos a sequedad, trabajo que
se puede efectuar durante la noche. Los re-
siduos secos luego se incineran en el horno
de mufla a la temperatura de 600° C
(£25°) durante dos horas y media y luego
se dejan enfriar a temperatura ambiente.

3. Determinacién de Yodo. Anadase a los
tubos que contienen las cenizas 1 ml. de Aci-
do clorhidrico 2 N, mézclese con los agitado-
res y déjese reposar durante 10 minutos has-
ta que la efervescencia haya concluido. Agré-
guese 1 ml. de agua y mézclese bien, afa-
diendo luego 5 ml. mas de agua bidestilada
y agitando perfectamente hasta obtener una
suspension uniforme. Déjese reposar du-
rante 10 minutos y vuélvase a mezclar con
el agitador. Quitese el agitador del tubo,
esta vez sin lavarlo y centrifiguese a 2,600
rpm durante 10 wminutos,

En tubos limpios (o directamente en tubos
de colorimetro) pdngase una alicuota de 3
ml. del sobrenadante de la solucién de ce-
nizas y agréguese 0.25 ml, de la solucién de
arsenito de sodio, mezclindolo bien por agi-
tacion. Sujétense todos los tubos a bafio de
maria a 25° C (temperatura que deberd man-
tenerse durante toda la reaccién) y déjense
reposar durante 10 minutos para que la tem-
peratura sea uniforme en todos los tubos.
Llévense también las soluciones de sulfato
cérico y sulfato de brucina a esa tempera-

Mcg. PBI por 100 ml. = 10 X

tura. Afiddase a cada tubo, principiando

por los «blancosy, 0.5 ml, de la solucion de

sulfato cérico amoniacal, exactamente cada -
minuto, usando un crondémetro para contro-

lar el tiemps. A cada adiciéon del reactivo

mézclese el contenido con la mayor rapidez

posible, y exactamente a los 10 minutos de,
reaccién, agréguese a cada tubo 0.5 ml. de la

solucién de sulfato de brucina para parar

la reaccién. Esta adiciébn se debe hacer

cada minuto en la misma forma como se

hizo la adicidn del sulfato cérico amoniacal

a fin de que el tiempo de reaccién en cada

tubo sea exactamente de 10 minutos. Al

adquirir la experiencia necesaria, esta adicién

de reactivos se puede hacer cada 30 segundos

y asi aumentar el niimero de tubos en cada

corrida.

Léase luego la transmision por ciento en
un colorimetro o espectrofotbmetro 2 una
longitud de onda de 420 mu. usando agua
destilada para comparacién. Las concen-
traciones de los reactivos descritos son ades-
cuadas para utilizar tubos que tengan un
paso de luz (didmetro) de 1.3 a 1.5 cm; es-
to, sin embargo, no es obligatorio.

4. Cdlculos, Las lecturas se hacen en trans-
mision por ciento. La concentracion del yodo
ligado a la proteina en la muestra se obtie-
ne por medio de la Formula siguiente:

A M
NS 1)

Esta ecuacidn 1 se deriva de la relacién
directa entre la concentracién de yodo y la
reduccién de ién cérico (Ce++-++), en la
forma siguiente,

Mcg. PBI por 100 ml.— Mcg.1 s/ tubo)x AMxvd x100
2 m

A SxV xA

m m

2)

La concentracién de yodo en el tubo es-
tandar (S) es igual a:

Mcg. | s/tubo=(Mcg.l s/mhHxV xA
2 2 ] s

v
ds 3)

Sustituyendo en la ecuacién 2 el valor ob-
tenido en la ecuacién 3, queda:
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(Mcg! s/mbxV xA xV x AMx100
Mcg PBI por 100 ml. = ~——> 2 s dm
grelp m. V xA xV xAS 4)
ds m m
SiV esigualaV,A iguala A yV igual aV , laecuaciébn 4, por consiguiente, queda reducida a:
m s m s dm

(Mcgl2 s/ml) x AM x 100

Mcg PB! por 100 ml. =

De acuerdo con el procedimiento indicado
en esta presentaciéon, la concentracién de
yodo del estandar (Mcg I s/m'.) es de 0.l
mecg por ml y, substituyendo esta concen-
tracién en la ecuacién 5, se obtiene asi la

ecuacién 1.
AM
Mcg. PBI por 100 ml. = 10 x
A S
S = Estindar,
m = Muestra,
V = Volumen de muestra usado.
m
V = Volumen de estandar usado.
5
V' = Volumen de dilucién de Ia muestra,
dm

(Volumen total de soln, cenizas)

vV =
ds
(Volumen total de soln. cenizas)

Volumen de diluciéon del estandar.

A = Alicuota de la solucién de cenizas
m de las muestras.
A = Alicuota de la solucién de cenizas
s del estandar.
AM = Lectura muestra - Lectura «blanco»
/S = Lectura estandar - Lectura <«blanco»

DISCUSION
Capacidad de Reaccién del Sistema.

Debido a que la capacidad del sistema es limi-
tada en cuanto a la reaccién del sulfato cérico con
el ién arsenito, los valores de yodo arriba de 16
microgramos por 100 ml. de suero no siguen la

AS b)

linea recta en la relacién negativa color-concentra-
cién de yodo y, por lo tanto, en estas condiciones
se obtienen resultados mas bajos que los valores
reales, tal como lo ilustra la Grafica. Si esto su-
cediere, sin embargo, la dificultad se puede obviar
utilizando la mitad de la muestra (0.5 ml de
suero). Como se puede observar, se obtuvo re-
lacién linear hasta niveles de 0.07 mcg. de yodo por
tubo, concentraciéon que corresponde a un valor de
16.31 mcg. de PBI por 100 ml. de suero. Esta
observacién es ain mas importante cuando la can-
tidad de yodo de la muestra se calcula por medio
de los llamados <estindares internoss, es decir,
agregando una cantidad estindar de yodo a cada
alicuota de la solucién de cenizas de las muestras,
ya que el cambio debido al estindar, en este caso,
podria ser leido en la parte plana de la curva,
lo que daria resultados extremadamente elevados.

Significado Fisiolégico de los Valores del PBI.

Generalmente se aceptan como valores normales
del PBI entre 4 y 8 microgramos por 100 ml.; sin
embargo, algunos autores (3-7) han considerado
como limites valores que oscilan de 34 a 8 micro-
gramos. En personas que no manifiestan sinto-
matologia clinica se pueden encontrar valores altos
de PBL. Esto se observa corrientemente durante el
embarazo, pudiendo muchas veces presentarse ni-
veles hasta de 12 microgramos por 100 ml. (8,9).
También se han observado niveles altos de PBI en
nifios recién nacidos, pero éstos bajan a los niveles
normales entre la cuarta y octava semanas (10).
Por otra parte, se han notificado niveles bajos de
PBIL sin que haya sintomatologia de hipotiroidismo,
en casos de nefrosis (4, 11). En pacientes de ci-
rrosis los niveles del PBI son bajos, mientras que
en los casos de hepatitis los niveles de PBI son al-
tos en las primeras semanas de la enfermedad, y

descienden a niveles normales en la cuarta sema-
na (12).
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Mucho se ha especulado sobre la significancia
del PBI en relacién con la hormona tiroidea y al-
gunos autores han indicado que la tnica medicidn
real de la hormona se hace en la fraccién de yodo
soluble en butanol (BEI). Sin embargo, Man y
colaboradores (10) han demostrado que los valo-
res de PBI {nicamente son 0.5 mcg. mas altos que
los que se determinan por extraccién con butanol.

Precauciones Necesarias para Evitar
Valores Erréneos.

I.a presencia de yodo inorganico en el suero pue-
de obstaculizar la determinacién del PBI cuando
los niveles sobrepasan de 250 mcg. por 100 ml, Se ha
demostrado (5) que el 99% del yodo inorginico
es climinado en los tres lavados del precipitado
de proteinas indicados en el método. Sin embargo,
la presencia de cantidades fuertes de yodo inor-
ginico en el organismo puede interferir esta deter-
minacién, debido a la capacidad que tiene de unir-
se a las proteinas y formar compuestos yodados que

no son de cardcter hormonal. Otras precauciones
en cuanto a substancias que interfieren la determi-
nacién del PBI deben aplicarse al uso de compues-
tos yodados, como el lugol y otras substancias uti-
lizadas corrientemente en la radioscopia, recomen-
dacién que también se debe tener presente en lo
que respecta a drogas empleadas en e’ tratamiento
de enfermedades de la tiroides, efectos éstos que
generalmente desaparecen en el término de 1 a
6 meses, En el caso del Lipiodol usado intrate-
calmente, el electo puede llegar a durar hasta 5
anos.

Para la determinacion del PBI no es necesario
extraer la sangre en ayunas ni mantener previa-
mente al paciente en reposo. El material para re-
colectar las muestras se debe lavar con mezcla
sulfocrémica o acido nitrico diluido y luego ser
parfectamente lavado con agua bidestilada libre
de yodo. Esta misma precaucién se debe obser-
var en el caso del material a utilizar en el labo-
ratorio para la determinacién de yodo.

o CURVA D CALIBRAGCION DE YODO FIGURA 1
W
%
30|—
] ] | | | ( | - | - l (
[+] 0l .02 03 04 06 06 .07 08 .08 Q.10 on 012

mco. da Yodo/tubo

Esta curva se efectué haciendo diluciones de la solucién madre No, 2, asi: I ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, § ml,
6 ml, y 7 ml y diluidas a 10 ml con agua bidestilada. A 2 ml de estas soluciones se les afladi6 I ml de

HC! 2 N y 4 ml de agua bidestilada.

La determinacién de yodo se efectud en una alicuota de 3 ml de

estas soluciones, usando el método descrito en el presente trabajo. El espectrofotémetro empleado fue el
Spectronic 80 de la casa Bausch and Lomb.
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RESUMEN

En el presente trabajo se describe, con fines de

divulgacién,: la técnica de Grossman y Grossman
usada para la determinacién del yodo ligado a

las proteinas séricas,

Se sugieren ligeras modi-

ficacipnes con el propésito de hacer esta técnica
Facilmente * adaptable en los laboratorios clinico-
bioquimicos,

. Grossman, A. y Grossman, G. F.
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Cuando se refiere al suero sanguineo sérico se escribe con s, pero cuando se refiere a las sales de cerio

se escribe con c: sales céricas.



