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Introducao e Revisao da Literatura
Historia da quimiluminescéncia

contrada no Livro de Odes, um dos treze clés-
sicos datados de 1500-1000 a.C. Escrituras
mmmm de civilizagdes antigas contém referéncias e
dados mitoldgicos sobre animais luminosos como o
vagalume e sobre fendmenos como o corpo brilhante

’. primeira descri¢do de bioluminescéncia foi en-

e a floresta incandescente, sendo os gregos e os
romanos os primeiros a descrever-lhes as caracteris-
ticas. Pliny (1855) € citado por ter descrito varios
organismos luminosos como a medusa (Pelagia
noctiluca), o peixe lanterna (Lucema piscis), o molusco
luminoso (Pholas dactylus), o vagalume e os fungos
luminosos. Os vagalumes eram chamados pelos gregos
de lamparinas por brilharem a noite como “faiscas de
fogo™.
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Faria-Oliveira et al. (1995) relatam que as ob-
servagoes e descobertas historicas, como a pedra da
Bologna, que absorvia a luz do sol e a reemetia no es-
curo. a incandescéncia, a luminescéncia, a luz como
particula, a luz como onda, a fluorescéncia, a
fosforescéncia., as leis de radiagdo eletromagnética, en-
tre outras, levaram Wiedmann, em 1888, a estabelecer
o nome de quimiluminescéncia ‘a emissdo de luz que
ocorre como resultado de um processo quimico.

Segundo Campbell (1988). o estado da
quimiluminescéncia fornece-nos uma oportunidade ideal
para o desenvolvimento da ciéncia natural como um todo.

Caracteristicas da quimiluminescéncia

A quimiluminescéncia pode ocorrer em gases,
ligiiidos e nas interfaces entre gas/ligiiido e gas/solido.
Teoricamente, a quimiluminescéncia pode ocorrer em
solidos, mas poucos trabalhos foram realizados neste
campo (FARIA-OLIVEIRA etal., 1995).

Segundo Campbell (1988), ha quatro fatores que
caracterizam uma reagio quimiluminescente, em parti-
cular:

1- 0 espectro da emissdo de luz, em particular,
se € ou ndo visivel;

2- o estado em que a reagdo quimiluminescente
ocorre, num gas, num ligiiido ou numa das interfaces;

3- se areagdo quimiluminescente ¢ organica ou
Inorganica;

4- a existéncia ou a necessidade de um receptor
da energia do produto excitado formado na reagdo
quimiluminescente, constituindo-se na espécie emissiva
final, isto é, a transferéncia de energia ou
quimiluminescéncia sensibilizada.

Segundo Weeks (1997), a eficiéncia da emis-
sdo de luz de uma molécula quimiluminescente é ex-
pressa como o rendimento qudntico da
quimiluminescéncia (f, ), o qual descreve o nimero
total de fotons emitidos / niimero de moléculas reagentes:

f. _f.+f +f, onde:

f.= rendimento quimico

f. =rendimento de moléculas em estado ele-
tronicamente excitado

f.= rendimento quantico da fluorescéncia
Sistema Immulite®

Existem varios métodos analiticos que utilizam o
principio da quimiluminescéncia, porém, o método
imunoenzimatico amplificado €, atualmente, o mais utili-
zado na rotina laboratorial. No Brasil, como no exteri-

or, este método de analise de quimiluminescéncia é co-
mercialmente conhecido como Immulite® (DPC -

Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA)
(Figuras 1.2 e 3).

Figura 1 - Foto do aparclho Immulite” em funcionamento

Figura 2 - Tela do computador durante funcionamento do Immulite®,
demonstrando quais os hormonios que estdo sendo dosados

Figura 3 - Partes integrantes do “Kit” comercial para dosagem hormonal
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Principio do Sistema Immulite® (Figura 4)

I- Unidade teste (Figura 5): pérola revestida com
anticorpo policlonal especifico para o hormonio a ser
dosado. Adiciona-se o soro do paciente e a fosfatase
alcalina conjugada ao horménio a ser dosado. Incuba-
se, durante 30 minutos, a 37° C, sob agitacdo intermi-
tente.

- éster fosfato de adamantil dioxetano (Figura 6), incu-
ba-se por 10 minutos e realiza-se a leitura no lumind-
metro.

Aplicacoes da quimiluminescéncia na Medici-
na Humana e na Veterinaria

Aplicacdes rotineiras da

®
o

Durante a sequéncia de
lavagem a Unidade Teste

& girada em alta velosidade
em seu eixo vertical.

As amostras de soros e 0s
reagentes sao automaticamente
pipelados na Unidade Teste. A
Unidade Teste é entdo incubada
4 37° e agitada.

Os fluidos expelidos
sa0 transferidos para o
Pogo Coletor.

quimiluminescéncia

No comércio estdo dispo-
niveis mais de 300 ensaios de qui-
miluminescéncia tteis para o diag-
nostico de processos alérgicos,
neoplasicos e de doengas infecci-
0sas, assim como ensaios destina-
dos a avaliagdo endocrina, a de-
terminagdo de citocinas € a0 mo-
nitoramento de drogas, dentre ou-
tras.

Diversos estudos tém de-
monstrado a eficiéncia dos ensai-
os de quimiluminescéncia, quando
comparada a outras metodologi-
as: Armbruster, Jirinzu, Williams

O primeiro resultado quimilu-
minescente é obtido em cerca
de 40 minutos apos inicio do
inicio-do teste.

Figura 4 - Principio do sistema Immulite®.

II- Ocorre a competi¢do entre o hormoénio a ser
dosado e a enzima marcada com o hormonio, por um
numero limitado de sitios ligantes do anticorpo da pé-
rola.

[1I- A enzima conjugada ndo-ligada é removida
por centrifugagdo para a parte coaxial da unidade teste.

IV- Adiciona-se o substrato quimiluminescente

Figura 5 - Detalhe da unidade teste do sistema Immulite®.

(1988), Bigos, MaClean, Butler
(1988), Bonini et al. (1988) e
Martin, Layte, Aslam (1988a),
para Tiroxina; Salinas, Famulare, Worthy (1988), para
hormonio paratiroidiano; Kohen, De Boever, Kim
(1986), para estradiol e progesterona; Martin, Layte,
Aslam (1988a), para cortisol; Armbruster, Jirinzu, Wi-
Iliams (1988) e Barlow et al. (1988), para ferritina.

Entretanto, para a Medicina Veterinaria, até o
momento, o unico ensaio de quimiluminescéncia dispo-
nivel comercialmente € 0 do TSH para a espécie cani-
na. A semelhanga do que ocorre com a metodologia do
RIA, alguns testes de quimiluminescéncia disponiveis no
comércio podem potencialmente ser utilizados na Me-
dicina Veterinaria. Para tal, ha necessidade de se fazer
mais estudos comparando os ensaios de
quimiluminescéncia com outras metodologias disponi-
veis.

Atento ao potencial uso da quimiluminescéncia
na Medicina Veterinaria, tém sido divulgados alguns re-
sultados iniciais que demonstram a eficiéncia do siste-
ma Immulitea: o resultado da comparagio da técnica
do radioimunoensaio (RIA) com a técnica da
quimiluminescéncia pelo sistema Immulite®. (QL), para
dosagem sérica de tiroxina total na espécie felina (n=57),
apresentou um alto coeficiente de correlagio (r=0,959);

Ja para tiroxina livre, também na espécie felina (n=51),
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o coeficiente de correlagdo foi de 0,981. Para a deter-
minagao de digoxina na espécie canina (n=35), o coefi-
ciente de correlagdo foi de 0,929; enquanto para a
progesterona em cdes (n=55) 0 “r” foide 0,921.

fosfato dioxetano
(estavel)

Dioxetano instavel

-
}

Luz

Figura 6 - Substrato quimiluminescente do sistema Immulite®.

Outras aplicacoes da quimiluminescéncia

Embora ndo utilizados em laboratorios de roti-
na, tanto na Medicina Humana como na Veterinaria,
varios ensaios de quimiluminescéncia foram desenvol-
vidos para avaliar o metabolismo celular (ALLEN;
STJERNHOLM; STEELE, 1972). Van Dyke e Van
Dyke (1986) descreveram um sistema quimiluminescente
celular que pode ser usado para quantificar a emissao
de luz dos neutr6filos humanos e, portanto, pode ser
utilizado para detec¢do de deficiéncias genéticas, para
estudos de doengas inflamatorias (artrite, asma induzida
por exercicio e alergia induzida por pélen), para detec-
tar infecgdo (por bactéria, virus, micoplasma e levedu-
ras), doengas degenerativas (doenga granulomatosa
cronica e deficiéncia de mieloperoxidase) e cancer.

Esta quimiluminescéncia pode ser mensurada por

espectrofotometria e tem sido utilizada no estudo da
fungio bactericida oxigénio-dependente dos fagdcitos,
no efeito de opsoninas, de varios fatores estimuladores
da “explosdo respiratoria”, deficiéncias genéticas da
fungdo neutrofilica e aumento ou supressio da fung¢ao
dos neutrofilos por varios agentes farmacologicos
(DULIN; PAAPE:; NICKERSON, 1988).

JaFonsecaetal. (1994) descreveram um méto-
do quimiluminescente simples e sensivel para a caracte-
rizagdo da mieloperoxidase intracelular, util para a dife-
renciagio entre blastos comprometidos com a linhagem
mieldide e linfoide de pacientes com leucemia aguda.

Um imunoensaio enzimatico quimiluminescente,
com o principio “sanduiche™ usando o marcador
oxidase-glicose, foi desenvolvido para quantificar o fator
estimulador de colonia nos granulocitos humanos
(AOYGAI etal., 1995).

Kohen, De Boever, Kim (1986) desenvolveram
um imunoensaio quimiluminescente que permite
monitorar a concentra¢io plasmatica de drogas, como
a digoxina, obtendo resultados similares ao método do
imunoensaio com polarizagio fluorescente, que € roti-
neiramente utilizado pelos laboratorios clinicos.

Objetivando avaliar o metabolismo de oxi-re-
ducdo Kamidate e Watanabe (1996) desenvolveram um
método quimiluminescente para a determinacio de
glutation, mensurado indiretamente pela quantidade de
peréxido de hidrogénio formado durante a oxidagdo do
glutation.

Radioimunoensaio(RIA)X
Quimiluminescéncia(QL)

Desvantagens do RIA

O radioimunoensaio (RIA) ¢ a técnica mais pra-
tica e apropriada para realizar as dosagens dos
hormdnios esterdides e € extensamente utilizada nos la-
boratorios clinicos e farmacologicos. Entretanto, o gran-
de sucesso e aampla utilizagdo do RIA esta elevando a
incidéncia de sérios problemas, entre eles: 1) conserva-
¢do e estabilidade dos componentes marcados
radioativamente; 2) alto custo do material radioativo;
3) perigo a saude como resultado da exposi¢io e ma-
nuseio dos hormodnios marcados radioativamente
(KOHEN: DE BOEVER: KIM, 1986).

Desvantagens da Quimiluminescéncia

A técnica da quimiluminescéncia foi bem descri-
ta para hormonios esterdides, protéicos e outros com-
ponentes bioldgicos. A principal diferenca entre esta
técnica e a técnica do radioimunoensaio (RIA) € a
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mensuracdo do tragador. A mensuracgdo do tragador
quimiluminescente ¢ mais dificil do que a mensuragio
daradioatividade por trés razoes: 1) o decaimento ra-
pido da emissdo de luz € necessario para que se dispa-
re tais reagdes (oxidagdo), anterior a agdo dos
fotodetectores, enquanto os radioisotopos espontane-
amente emitem radiagdes b ou g; 2) o sinal analitico
obtido pelo tragador quimiluminescente sofre mais va-
riagdo com o tempo quando comparado ao marcador
radioativo, que emite um sinal constante, sendo, por-
tanto, mais facilmente identificavel; 3) o sinal da reagdo
quimiluminescente ndo informa exatamente o nimero de
fotons emitidos e, conseqiientemente, o numero de
moléculas reacionais (PAZZAGLI: SERIO, 1986).

Vantagens da Quimiluminescéncia

A quimiluminescéncia, comparada ao
radioimunoensaio com I'*, fornece ao usuario algumas
vantagens: 1) ndo utiliza material radioativo, ndo haven-
do, desta maneira, os problemas inerentes a0 manuseio
de substancias radioativas, como: protec¢do radiologi-
ca, descarte apropriado, monitorizagio do pessoal, etc;
2) possui prazos maiores de validade do que as
metodologias tradicionais de radioimunoensaio; 3)
automacdo: método automatizado, em que ndo ha ma-
nuseio de amostras e reagentes, evitando-se, assim, 0s
tradicionais erros de pipetagem e trocas de reagentes;
com isso, € possivel também propiciar técnicas com
resultados muito mais apurados do ponto de vista do
coeficiente de variagdo intra-ensaio e, além disso, dimi-
nui o risco de acidentes com materiais biologicos ou

reagentes, oferecendo maior seguranga ao operador;
4) em virtude da alta performance de automacgéo do
aparelho, as transferéncias de ligiiidos e pipetagens sdo
feitas de maneira precisa, conferindo, assim, seguranga
para a execugdo dos testes em uniplicata 5) possibilita
aexecugdo de varios testes diferentes em uma mesma
amostra de uma unica vez, oferecendo maior rapidez
para a obtengdo dos resultados (IMMULITE, 1996).

Vantagens do Radioimunoensaio
Embora utilize marcadores radioativos, o custo
quando comparado a quimiluminescéncia € muito menor.

Conclusoes

Nos tltimos anos ocorreu um grande desenvol-
vimento de metodologias de ensaios analiticos basea-
das no principio da quimiluminescéncia, cuja eficiéncia
tem sido comprovada por inimeros estudos. A impor-
tancia da aplicac¢do desta metodologia em diferentes
areas da Medicina Humana e Veterinaria é indiscutivel,
particularmente por ser um recurso analitico ecologica-
mente mais correto, ndo baseada em radioisotopos e,
portanto, dentro dos preceitos modernos de

biosseguranga.
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