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QUANTIFICAÇÃO SÉRICA DO MARCADOR TUMORAL 
CA 15.3 EM CADELAS HÍGIDAS POR QUIMIOLUMINESCÊNCIA 

 
 

RESUMO – Tendo em vista a alta incidência das neoplasias mamárias e 

metástases em cadelas e objetivando contribuir com a oncologia veterinária na 

padronização de um teste simples, eficaz e acessível no diagnóstico precoce destas 

metástases, esse estudo teve como meta avaliar o marcador tumoral CA 15.3 no soro 

de cadelas saudáveis e investigar a viabilidade da quimioluminescência e do kit de 

reagentes desenvolvido para a espécie humana como ferramenta neste processo. 

Numa primeira etapa avaliou-se o soro de 100 cadelas saudáveis, de raças e idades 

variadas. Numa segunda etapa o soro de 10 cadelas saudáveis foi submetido ao 

processo de concentração de proteínas e posteriormente avaliado. Nas amostras não 

concentradas os níveis do marcador ficaram abaixo do limiar de detecção do kit. Nas 

amostras concentradas, o valor médio e respectivo desvio padrão observados foram 

0,4140 ± 0,25 U/mL nas amostras com o dobro da concentração inicial e 0,5170 ± 0,25 

U/mL nas amostras quatro vezes mais concentradas. Com base nos resultados obtidos 

neste estudo concluiu-se que o método empregado, ensaio imunoluminométrico por 

quimioluminescência e o kit de reagentes desenvolvido para a detecção do CA 15.3 na 

espécie humana mostram-se viáveis para utilização na espécie canina, necessitando 

entretanto de adequação da técnica. 

 

 

Palavras-Chave: antígenos tumorais, cães, MUC1, neoplasia mamária, 

quimioluminescência. 
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QUANTIFICATION OF SERUM TUMOR MARKER 
CA 15.3 IN FEMALE DOGS HEALTHY BY CHEMILUMINESCENCE 

 

 

SUMMARY – Given the high incidence of mammary tumors and metastases in 

female dogs and trying to contribute with the veterinary oncology in standardization of a 

simple, effective and affordable technique in the early diagnosis of these metastases, 

this study was aimed to evaluate the tumor marker CA 15.3 in serum of healthy dogs 

and to investigate the feasibility and the chemiluminescence reagent kit designed for the 

human species as a tool in this process. In a first step we evaluated the serum of 100 

healthy female dogs of different breeds and ages. In a second step, the serum of 10 

healthy female dogs was subjected to the process of proteins concentration and 

subsequently evaluated. In samples not concentrated, the levels were below the 

detection of the kit. In concentrated samples, the average value and its standard 

deviation observed were 0.4140 ± 0.25 U/mL in the samples with at double the initial 

concentration, and 0.5170 ± 0.25 U/mL in samples four times more concentrated. Based 

on the results of this study it is concluded that the method employed, chemiluminescent 

immunoluminometric assay, and the reagents kit designed for detection of the CA 15.3 

in humans appear to be viable for use in dogs, however requiring adjustment of the 

technique. 

 

 

Keywords: breast cancer, chemiluminescence, dogs, MUC1, tumor antigens 
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I. INTRODUÇÃO  

Na espécie canina as neoplasias constituem uma das principais causas de 

morte, sendo que em cadelas as mamárias representam 45,64% da totalidade dos 

tumores diagnosticados e aproximadamente 70% deles apresentam caráter maligno. 

Portadores dessa afecção encontram-se em situação de risco para o desenvolvimento 

de metástases, mesmo após longos períodos de remissão.  

Estudos têm demonstrado que as células neoplásicas do tumor de mama migram 

precocemente para a circulação e que o tempo envolvido na detecção dessas células 

está diretamente relacionado ao prognóstico da doença.  

Em seres humanos, os marcadores tumorais têm se mostrado eficientes na 

detecção precoce dessas células, auxiliando no diagnóstico de recidivas e no 

acompanhamento dos pacientes.  

O antígeno CA 15.3, glicoproteína de alto peso molecular, é atualmente 

considerado o marcador tumoral mais sensível no acompanhamento de mulheres com 

câncer de mama, principalmente na detecção de metástases, antes mesmo do 

surgimento de manifestações clínicas. 

Dentre os métodos disponíveis para a determinação do CA 15.3, as técnicas 

automatizadas de imunoensaio vêm ganhando destaque por acrescentar precisão e 

velocidade na produção dos resultados.  

 Partindo de uma delimitação bibliográfica preliminar, poucas referências à 

utilização do marcador tumoral CA 15.3 na espécie canina foram encontradas e os 

poucos dados disponíveis não se mostraram suficientemente seguros para conclusões 

sobre a utilização do referido marcador na clínica oncológica dos caninos.   

Considerando os argumentos apresentados, este ensaio foi idealizado com o 

intuito de pesquisar os níveis séricos do marcador tumoral CA 15.3 em cadelas 

saudáveis, testar a eficiência e a viabilidade do método de quimioluminescência e 

finalmente verificar a possibilidade de aplicação na espécie canina do kit de reagentes 

desenvolvido para a detecção do CA 15.3 na espécie humana. Contribuindo, dessa 
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forma, para a determinação de um protocolo simples e acessível no diagnóstico 

precoce de metástases de tumor de mama em cadelas. 
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II. REVISÃO DE LITERATURA 

O termo neoplasia significa “novo crescimento” e define-se como uma 

perturbação do crescimento celular em que ocorre alteração permanente e hereditária 

nas células. Dessa alteração resulta proliferação celular anormal excessiva, intencional 

e não autônoma, que continua indefinidamente apesar dos estímulos ou efeitos da 

neoplasia em crescimento sobre os tecidos adjacentes. Em geral, é durante a fase de 

progressão tumoral que a maioria das células adquire um fenótipo mais agressivo, 

invadindo tecidos adjacentes e formando metástases, as quais caracterizam as 

neoplasias malignas (RODASKI & PIEKARS, 2009).  

De todos os tumores observados nos animais domésticos de pequeno porte, as 

neoplasias mamárias apresentam maior incidência, particularmente em cadelas 

(MARTINS & FERREIRA, 2003). Estudos realizados por De Nardi et al. (2002) 

demonstram que, dentre os tumores avaliados em cadelas, 45,64% eram mamários e 

68,4% deles apresentavam características malignas. Observaram também maior 

incidência em fêmeas com idade entre sete e 12 anos. De fato, segundo Mialot (1988), 

a ocorrência de tumores de mama em cadelas jovens é rara, observando-se 

significativo aumento de incidência a partir dos oito anos de idade.  

Considerada multifatorial, a etiologia das neoplasias mamárias está relacionada 

com fatores genéticos, ambientais, nutricionais e principalmente hormonais (PERSSON, 

2000; SILVA et al., 2004).  

A influência hormonal tem sido evidenciada pelos elevados níveis de receptores 

para os hormônios estrógeno e progesterona nesses tumores (LANA et al., 2007; 

SARTIN et al., 1992). Esses hormônios atuam sobre as glândulas mamárias dos 

carnívoros domésticos durante toda a vida, uma vez que as fêmeas não apresentam 

menopausa (ZUCCARI et al., 2001). A fase hormonal em que as fêmeas são 

submetidas à ovariohisterectomia também influencia diretamente no risco de 

desenvolver a doença. Fêmeas submetidas a esse procedimento antes do primeiro 

estro apresentam risco de 0,05%, o qual aumenta para 8% quando a 
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ovariohisterectomia ocorre após o primeiro estro e chega a 26% após o segundo 

(DALECK, 1996; SCHNEIDER et al., 1969). 

A participação de fatores nutricionais é evidenciada ao observar-se que cadelas 

que se tornam obesas até o primeiro ano de vida estão predispostas a desenvolver 

tumor mamário. A utilização de dietas inadequadas provoca não apenas aumento no 

depósito de gordura no tecido subcutâneo, mas também aumento nas taxas de 

conversão de hormônios andrógenos em estrógenos. (PELETEIRO, 1994; PEREZ et 

al., 1998; PINOTTI & TEIXEIRA, 2000; SOREMNO, 1998).  

Segundo Edwards et al. (2005), portadores de neoplasia mamária encontram-se 

em situação de risco para o desenvolvimento de metástases, mesmo após longos 

períodos de remissão. Mialot (1988) ressalta que 25% a 50% dos tumores mamários 

malignos produzem metástases em um ano após a remoção cirúrgica, sendo que a 

sobrevida dos animais acometidos pode variar, dependendo do tipo neoplásico, de 

algumas semanas a dois anos após a detecção do processo. Os órgãos mais afetados 

pela disseminação tumoral são os pulmões e linfonodos, mas pode também ocorrer no 

fígado, coração, rins, pele, cérebro e ossos (KITCHELL, 1995). 

A drenagem linfática dos tumores mamários caninos é complexa, tendo sido 

demonstrado que podem existir comunicações linfáticas entre as cadeias mamárias 

direita e esquerda e entre glândulas adjacentes de uma mesma cadeia, na direção 

cranial e caudal. A existência de comunicações linfáticas inconstantes parece contribuir 

para que as metástases linfáticas possam ocorrer sem respeitar o sentido habitual da 

corrente linfática (QUEIROGA & LOPES, 2002). 

 Estudos têm demonstrado que as células neoplásicas do tumor de mama 

começam a migrar para a circulação nos estágios iniciais do desenvolvimento tumoral. 

Aproveitar essa característica é fundamental, uma vez que o tempo envolvido na 

detecção das células tumorais pode ter implicações importantes no prognóstico da 

doença (GAFORIO et al., 2003). 

Em medicina, moléculas associadas à presença do câncer têm sido 

extensivamente investigadas e utilizadas por mais de 30 anos, e são definidas como 

marcadores tumorais (GION & DAIDONE, 2004). 
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Marcadores tumorais 
Marcadores tumorais são macromoléculas associadas às neoplasias que podem 

ser quantificadas por métodos bioquímicos, imunológicos, morfométricos, 

ultraestruturais e moleculares nos fluidos ou nos tecidos corporais (CAPELOZZI, 2001). 

Em sua maioria, marcadores são proteínas e pequenos peptídeos (ALMEIDA, 2004), 

incluindo antígenos de superfície celular, proteínas citoplasmáticas, enzimas e 

hormônios (MATOS et al., 2005).   

Marcadores tumorais séricos são aqueles detectados no sangue periférico de 

pacientes com câncer e constituem um recurso ideal para a detecção de células 

tumorais disseminadas, devido à facilidade de acesso ao material a ser analisado 

(ZIDMAN, 1961). 

Entre suas aplicações está o manejo clínico de pacientes com câncer, auxiliando 

no diagnóstico, estadiamento, avaliação da resposta terapêutica, detecção de recidivas 

e prognóstico (ALONSO, 2005; MATOS et al., 2005; SILVEIRA, 2005).  

Um marcador ideal deve ser uma substância produzida por células tumorais e 

disseminada para os fluidos corpóreos, onde pode ser quantificada de preferência por 

métodos não invasivos de diagnóstico. Além disso, deve estar presente apenas em 

pacientes com câncer e sua expressão deve estar aumentada proporcionalmente ao 

grau de malignidade do tumor, refletindo o estágio da doença (SOUZA, 2002). Embora 

nenhum marcador tumoral apresente todas as características preconizadas, o estudo 

dessas moléculas tem contribuído para a melhor compreensão da fisiopatologia da 

progressão tumoral, com crescente aplicação clínica (CHAMMAS et al., 1999). 

Os principais grupos de marcadores tumorais empregados na prática clínica são 

hormônios, antígenos oncofetais, isoenzimas, proteínas específicas, mucinas e outras 

glicoproteínas (BAYNES, 2000).  

As mucinas constituem uma família de glicoproteínas de peso molecular elevado 

que contêm numerosas cadeias laterais de carboidratos. Em condições tumorais, a 

expressão das enzimas que sintetizam estas cadeias carboidratadas encontra-se 

alterada, o que dá lugar ao aparecimento de epítopos distintos de um antígeno comum 

(RIVERA, 1997).  
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Entre 1975 e a década de oitenta, o uso de anticorpos monoclonais facilitou o 

descobrimento de uma gama de novos marcadores tumorais, como as glicoproteínas 

das famílias MUC1 (CA 15.3 e CA 19.9) e MUC 16 (CA 125), relacionadas aos 

carcinomas de ovário e mama na espécie humana, e amplamente estudadas até os 

dias atuais (GION et al., 1999; DIAMANDIS et al., 2002).  

Diversos estudos têm demonstrado que anticorpos contra antígenos humanos, 

disponíveis comercialmente, podem ser usados para o reconhecimento de epítopos em 

tumores de cães e gatos (THOOLEN et al., 1992).  

 

CA 15.3 
Antígeno circulante associado ao câncer de mama, o CA 15.3 é uma 

glicoproteína mucina de alto peso molecular (300-450 kd), produzida pelas células 

epiteliais glandulares e identificado por dois anticorpos monoclonais: 115D8 (anticorpo 

contra membrana de globulina da gordura do leite) e DF3 (anticorpo contra extratos 

purificados de uma fração isolada de membrana originária de carcinoma mamário) 

(DUFFY, 1999; SCHWARTZ, 1993).  

O CA 15.3 é produzido em pequenas quantidades pelas células epiteliais 

normais de mama (KESHAVIAH et al., 2007) e superexpresso por uma variedade de 

adenocarcinomas, especialmente os relacionados ao câncer de mama (SOUZA, 2002). 

O valor de referência utilizado para mulheres é 25 U/mL, sendo que apenas 1,3% da 

população sadia apresenta níveis elevados (TOUITOU et al., 1998).  

O CA 15.3 é o marcador tumoral sérico mais indicado para o monitoramento do 

câncer de mama (CLINTON et al., 2003; GERAGHTY et al., 1992; FUJINO et al., 1986; 

SAFI et al., 1989; WOJTACKI et al., 2001). Utilizado principalmente no diagnóstico 

precoce de recidivas e metástases, suas alterações podem preceder os sinais clínicos 

em até 13 meses (BENSOUDA et al., 2009; KALLIONIEMI et al., 1988). O marcador 

tumoral CA 15.3 pode também ser empregado no monitoramento dos pacientes durante 

o tratamento (MOLINA et al., 2005; MUMTAZ et al., 2006). 
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Estudos em seres humanos indicam que os níveis séricos do CA 15.3 variam de 

acordo com o estadiamento clínico (GUIMARÃES et al., 2002). Aumento superior a 25% 

em sua concentração correlaciona-se com a progressão da doença em 80% a 90% dos 

casos e sua diminuição está associada à regressão em 70% a 80% dos casos 

(ALMEIDA, 2004). Além disso, níveis séricos muito elevados estão associados à pior 

sobrevida (SILVEIRA, 2005). 

Segundo Gion et al. (1999), o marcador tumoral CA 15.3 apresenta 

especificidade e sensibilidade inferior ao CA 27.29 na detecção dos estágios iniciais das 

neoplasias mamárias. Entretanto, alguns estudos preliminares demonstraram que 

ambos os marcadores apresentam desempenho semelhante quando utilizados no 

diagnóstico de metástases e monitoramento da doença em estágio avançado (BON et 

al., 1997; DNISTRIAN et al., 1996; HOU et al. 1999). Quando comparado ao antígeno 

carcinoembrionário (CEA), o CA 15.3 apresenta maior sensibilidade e especificidade 

(TONDINI et al., 1988). 

Wojtacki et al. (2001) avaliaram os níveis séricos do CA 15.3 em 733 mulheres 

com carcinoma mamário e puderam comprovar a eficiência desse marcador no 

diagnóstico precoce da doença mamária metastática, bem como a alta sensibilidade do 

método na detecção de metástases ósseas (100% em pacientes com diagnóstico 

cintilográfico com duas ou mais lesões metastáticas).  

Na espécie canina, Marchesi et al. (2007) sugerem que a investigação dos níveis 

séricos de CA 15.3 pode ser promissora no diagnóstico do tumor mamário. No entanto, 

eles relatam a escassez de valores de referência desse marcador na literatura.  

Em seus estudos, Jardini (2003) não detectou a presença do marcador tumoral 

CA 15.3 no soro de cadelas saudáveis e portadoras de neoplasia mamária. Entretanto, 

Campos (2010, p.49) avaliou os níveis séricos do CA 15.3 em grupos de cadelas 

saudáveis e portadoras de tumor mamário, com e sem metástase, e relata uma 

“possível correlação entre o marcador tumoral sérico CA15.3 e o estadiamento do 

câncer de mama em cadelas”.  

Em geral, os marcadores tumorais ocorrem em baixas concentrações nos 

líquidos orgânicos e necessitam de métodos sensíveis para sua identificação (SOUZA, 
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2002). Os primeiros ensaios utilizados na detecção do CA 15.3 eram manuais. Mais 

tarde tornaram-se disponíveis ensaios imunoenzimáticos e recentemente os 

imunoensaios automatizados vieram acrescentar velocidade e precisão aos resultados 

(HUBER et. al., 1996).  

Ensaio Imunoluminométrico 
Quimioluminescência é um imunoensaio “sandwich” empregado na captura e 

detecção de antígenos. A técnica está baseada na geração de uma grande quantidade 

de energia, que é dissipada na forma de fótons, sendo então detectada e quantificada 

através de um fotomultiplicador automático, denominado luminômetro. Como o 

processo não requer a absorção prévia de luz, as medidas de emissão de 

quimioluminescência são feitas contra um baixo “background”, o que potencialmente 

permite uma grande sensibilidade de detecção (PORTELA, 1999). 

A glicoproteína mucinógena CA 15.3 apresenta um distinto epítopo identificado 

por dois anticorpos monoclonais (MAbs), o 115D8 e o DF3 (HILKENS et al., 1984; 

KUFE et al., 1984), sendo que o 115D8 funciona como anticorpo de captação, enquanto 

o DF3 funciona como anticorpo de detecção. O uso de anticorpos monoclonais melhora 

significativamente a especificidade dos testes, pois estes reconhecem somente um 

epítopo na superfície da célula tumoral, evitando reações cruzadas (WU & NAKAMURA, 

1997).  

Em seus estudos, Marchesi et al. (2007) e Marchesi et al. (2010) sugerem que a 

quimioluminescência é uma técnica sensível, simples de realizar e de baixo custo, e 

que o kit de reagentes desenvolvido para a espécie humana pode ser promissor na 

determinação dos níveis séricos de CA 15.3 para o diagnóstico do tumor mamário em 

cadelas. 
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III. OBJETIVOS 

Geral 
         O presente ensaio tem como escopo principal avaliar os níveis séricos do 

marcador tumoral CA 15.3 em cadelas sadias adultas (a partir de 18 meses de idade). 

 

Específicos 

� Quantificar as concentrações séricas do marcador tumoral CA 15.3 em  cadelas 

saudáveis; 

� Testar a viabilidade do método de quimioluminescência na detecção do 

marcador tumoral CA 15.3 na espécie canina; 

� Verificar a possibilidade de aplicação na espécie canina do kit de reagentes 
desenvolvido para a detecção do CA 15.3 na espécie humana. 
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IV. MATERIAL E MÉTODOS 

Aspectos éticos 
Este trabalho de pesquisa está de acordo com os princípios éticos da 

experimentação animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação (COBEA) e 

foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), sob protocolo de nº 
013595/10. 

 

Primeira etapa 

Grupos experimentais 

Para este estudo foram avaliadas 100 fêmeas da espécie canina, hígidas, de 

raças variadas, com idade entre 2 e 12 anos, selecionadas em clínicas particulares e 

canis da região de Jaboticabal, SP.  

Avaliação clínica  
 Os animais experimentais foram previamente avaliados através de:  

� anamnese criteriosa; 

� exames físicos, abrangendo os sistemas cardiorespiratório, gastrointestinal, 

neurolocomotor e urogenital; 

� exames clinicopatológicos:  

o hemograma; 

o função renal (determinação de creatinina e ureia séricas); 

o função hepática (determinação de alanino aminotransferase, proteína 

total, albumina e fosfatase alcalina séricas). 

Obtenção das amostras de sangue 
As amostras foram obtidas por venipunção jugular e envasadas em tubos de 

vidro siliconizados providos de rolha de borracha (Vacutainer® Becton Dickinson), 

divididas da seguinte forma: 
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� tubos com anticoagulante (a 15% de EDTA-k3): para realização do 

hemograma. 

� tubos sem anticoagulante: para a dosagem do CA 15.3 e funções hepática e 

renal. 

Após a coleta, as amostras foram acondicionadas em caixa térmica e 

encaminhadas ao Laboratório de Patologia Clínica Veterinária “Prof. Dr. Joaquim 

Martins Ferreira Neto” do Hospital Veterinário “Governador Laudo Natel” da 

FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, onde os exames foram realizados num período 

máximo de oito horas após a coleta. 

Processamento das amostras 
As amostras de sangue sem anticoagulante, destinadas às dosagens 

bioquímicas e do CA 15.3 foram centrifugadas imediatamente. O soro obtido foi 

separado em três alíquotas, sendo uma utilizada para as dosagens bioquímicas e duas 

devidamente envasadas em criotubos, identificadas e estocadas a -20ºC por um 

período de 60 dias. As amostras foram então acondicionadas em gelo seco e 

transportadas para o Centro de Diagnósticos ITULAB, em Itu/SP, onde foram realizadas 

as dosagens do CA 15.3. 

Análises Laboratoriais para seleção das parcelas experimentais 

Hemograma 

 As contagens globais de hemácias, leucócitos e plaquetas, a taxa de 

hemoglobina, o volume globular ou hematócrito, o volume corpuscular médio (VCM) e a 

concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram obtidos com o auxílio 

de um contador automático de células (ABC Vet – HORIBA ABX – São Paulo/Brasil). A 

contagem diferencial dos leucócitos foi obtida utilizando-se de esfregaços sanguíneos 

corados com uma mistura de Metanol, May-Grunwald e Giemsa. A fórmula leucocitária 

absoluta foi obtida a partir das contagens global e diferencial das células leucocitárias, 

por uma regra de três direta. 
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Bioquímica Sérica  

 A determinação da alanino aminotransferase foi realizada pelo método cinético – 

UV, a fosfatase alcalina pelo método cinético, a ureia pelo método enzimático – UV e a 

creatinina pelo método colorimétrico, sendo as leituras realizadas em aparelho 

semiautomático (LABQUEST). 

 A determinação da proteína total foi realizada pelo método colorimétrico-biureto e 

a determinação da albumina pelo método colorimétrico, ambas em aparelho 

semiautomático (LABQUEST).  

Avaliação quantitativa do CA 15.3 
O método empregado foi o imunoensaio de quimioluminescência em sandwich, 

utilizando o kit de reagentes LIAISON® CA 15.3 e o Analisador LIAISON®. 

Princípios do teste (técnica de sandwich) 

Neste ensaio são utilizados dois anticorpos monoclonais altamente específicos: 

� 115D8: anticorpo de captura, responsável pela união da fase sólida (partículas 

magnéticas) com o conjugado. 

� DF3: anticorpo detector, ou conjugado, é marcado por um derivado do isoluminol. 

Durante a primeira incubação, o antígeno presente na amostra (CA 15.3) liga-se 

ao anticorpo monoclonal de fase sólida. Em seguida, uma primeira lavagem elimina o 

material não ligado. Durante a segunda incubação, o conjugado reage com o CA 15.3, 

que se encontra ligado à fase sólida. O material não ligado é removido mediante um 

ciclo de lavagem, e então, a concentração de CA 15.3 é determinada por uma reação 

de quimioluminescência. O sinal luminoso é medido por um fotomultiplicador, em 

unidades relativas de luz (RLU), sendo proporcional à quantidade de CA 15.3 presente 

na amostra, e os resultados são expressos em U/mL. 
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Segunda etapa 

Grupos experimentais 
Nesta etapa foram avaliadas 10 fêmeas escolhidas entre as anteriormente 

avaliadas. 

Obtenção das amostras 
As amostras de sangue foram obtidas por venipunção jugular, envasadas em 

tubos de vidro siliconizados providos de rolha de borracha (Vacutainer® Becton 

Dickinson) sem anticoagulante, acondicionadas em caixa térmica e encaminhadas ao 

Laboratório de Patologia Clínica Veterinária “Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” do 

Hospital Veterinário “Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP, Campus de 

Jaboticabal.  

Processamento das amostras 
Conforme demonstrado na Figura 1, as amostras foram centrifugadas e 4 mL do 

soro obtido de cada amostra foram transferidos para tubos concentradores de proteínas 

(Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Device). Os tubos foram centrifugados a 25ºC, 3.800 

rpm / 25 minutos, numa centrífuga refrigerada (Excelsa®4 modelo 280-R FANEM). 

Nessas condições, obteve-se 2 mL de soro com o dobro da concentração inicial. 

Alíquotas de 0,5 mL foram separadas, envasadas em criotubos e congeladas a -20ºC 

(primeira concentração). O volume de soro restante foi novamente submetido a 

centrifugação, a 25ºC, 3.800 rpm / 5 minutos, produzindo amostras 4 vezes mais 

concentradas que as iniciais, as quais foram envasadas em criotubos e congeladas a -

20ºC (segunda concentração).  

As amostras estocadas foram devidamente acondicionadas em gelo seco e 

transportadas para o Centro de Diagnósticos ITULAB, em Itu/SP, onde foram realizadas 

as dosagens do CA 15.3, da mesma forma que na primeira etapa deste estudo. 
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Figura 1. Esquema detalhando o processo de concentração das amostras de soro. 

 

Análise Estatística 
Para cada variável observada no experimento foram apresentadas as estatísticas 

descritivas de média, variância, desvio padrão e erro padrão da média. Na análise de 

variância utilizou-se o teste de F e a comparação de médias foi realizada pelo teste de 

Tukey a 5%. Sempre que necessário considerou-se o nível de significância de 0,05. 
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V. RESULTADOS 

Durante a primeira fase do experimento, quando 100 amostras de soro foram 

avaliadas, não foi possível detectar a presença do CA 15.3. Todas as amostras 

apresentaram resultado < 0,3 U/mL (limiar de detecção do teste). Entretanto, ao avaliar 

as amostras da segunda fase do experimento, que passaram pelo processo de 

concentração de proteínas, o CA 15.3 foi detectado em 60% das amostras após a 

primeira concentração e 70% após a segunda concentração. Os valores estão 

apresentados na Tabela 1.  

 
Tabela 1. Valores séricos individuais de CA 15.3 encontrados na Segunda Etapa do experimento, após as amostras 

de soro passarem por processo de concentração de proteínas. Jaboticabal/SP, 2012 
 

Nº da amostra Valor sérico de CA 15.3 após 
1ª concentração (U/mL) 

Valor sérico de CA 15.3 após 
2ª concentração (U/mL) 

1 < 0,3 0,74 
2 0,66 0,84 
3 0,53 < 0,3 
4 < 0,3 < 0,3 
5 0,64 0,66 
6 < 0,3 1,11 
7 < 0,3 < 0,3 
8 0,58 0,73 
9 0,73 0,51 
10 1 0,58 

 

 

A referida tabela demonstra que os valores obtidos na análise individual das 

parcelas experimentais variaram entre <0,3 e 1 U/mL na primeira concentração e entre 

<0,3 e 1,11 U/mL na segunda concentração.  
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A Tabela 2 apresenta os dados obtidos na análise estatística descritiva de média, 

variância, desvio padrão e erro padrão da média. Através da análise de variância 

observa-se que os valores médios obtidos não apresentaram diferença significativa 

entre as duas concentrações, visto que p> 0,05. 
 

Tabela 2. Valores médios e resultados obtidos na análise de variância para valores séricos. Jaboticabal/SP, 2012. 
 

Tratamento Média Variância Desvio Padrão EPM** 

1ª concentração (2x) 0,4140 0,06207250 0,24914353 0,07878610 
2ª concentração (4x) 0,5170 0,06207250 0,24914353 0,07878610 

 
        Teste F  0,4300 NS* 
        DMS (Tukey, 5%)  0,3565  

__________________________________________________________________________________    
* não significativo                     ** erro padrão da média    
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VI. DISCUSSÃO 

A condução desse trabalho justifica-se devido à alta incidência de neoplasias 

mamárias e metástases em cadelas (DE NARDI, 2002; MIALOT, 1988). 

Embora o marcador tumoral CA 15.3 seja amplamente estudado em medicina 

humana desde a década de 80 e continue sendo o marcador de eleição para 

diagnóstico precoce de metástases de tumor mamário em mulheres, poucas referências 

existem no que se refere à medicina veterinária. 

Ao pesquisar o marcador tumoral sérico CA 15.3 em cadelas saudáveis e 

portadoras de neoplasia mamária, Marchesi et al. (2007) relatam a escassez de valores 

de referência deste marcador na literatura, fato evidenciado no transcorrer deste 

experimento. 

Este estudo foi idealizado com o intuito de avaliar os níveis séricos do CA 15.3 

em cadelas saudáveis pelo método de quimioluminescência, através do kit de 

reagentes desenvolvido para uso na espécie humana, na busca de uma técnica 

simples, não invasiva e acessível para a detecção de metástases de tumor mamário na 

espécie canina.  

As primeiras 100 amostras avaliadas apresentaram valores inferiores ao limiar de 

detecção do método. Estes resultados nos levaram a questionar a possibilidade de não 

existir reação entre os antígenos caninos e os anticorpos usados para a detecção do 

CA 15.3 em humanos. A partir desse ponto, o desafio foi comprovar a existência dessa 

reação, como outros autores já haviam relatado. 

As 10 amostras submetidas ao processo de concentração de proteínas 

apresentaram valores de 0,41 ± 0,25 U/mL quando a concentração foi duplicada e 0,51 

± 0,25 U/mL quando a concentração foi quadruplicada. Os resultados obtidos neste 

estudo apresentaram-se em concordância com os dados apresentados por Marchesi et 

al.(2010) que foram 0,57 ± 0,21 U/mL. 

Ao avaliar a presença do CA 15.3 no soro de cadelas saudáveis e portadoras de 

neoplasia mamária, utilizando-se do imumoensaio por quimioluminescência, Jardini 
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(2003) não obteve resultados, o que pode ser explicado pelos valores séricos estarem 

abaixo do limiar de detecção do método, fato que se apresenta em conformidade aos 

valores evidenciados na primeira fase deste experimento. 

Campos (2010) utilizou-se do ensaio ELISA para quantificar o CA 15.3 sérico em 

cadelas hígidas e portadoras de neoplasia mamária. As cadelas saudáveis 

apresentaram valores de 1,37 ± 0,46 ng/mL, diferindo dos dados obtidos neste trabalho, 

aparentemente devido à diferença entre as metodologias utilizadas. 

Embora Marchesi et al. (2010) concluam em seus estudos que o uso da 

quimioluminescência e os kits usados em medicina possam ser promissores para a 

determinação dos níveis de CA 15.3 no diagnóstico oncológico de mama canino, os 

níveis séricos do CA 15.3 encontrados no atual estudo foram inferiores ao limiar de 

detecção desses kits, indicando a necessidade de adequação da técnica utilizada. 

Um fato interessante a ser destacado foi a obtenção de valores incoerentes entre 

as diferentes concentrações. Ao se observar os dados demonstrados na tabela 1 

podemos constatar que algumas amostras (ex: amostra 3, 9 e 10) apresentam valores 

decrescentes entre a primeira e segunda concentração. Uma possível justificativa para 

esse fato seria uma falha na coleta do soro já concentrado. Depois de ser centrifugada, 

a amostra era transportada do tubo concentrador para o criotubo através de uma pipeta. 

Nessa fase, o fabricante do tubo concentrador sugere que o soro seja coletado 

utilizando a pipeta em movimentos circulares, na tentativa de se evitar a perda de 

proteínas por adesão na membrana de celulose. Uma falha nesse processo poderia 

justificar os valores encontrados nas amostras citadas anteriormente.   

Ao descrever a técnica usada em seus estudos, Marchesi et al. (2007) usam o 

termo “potentiated chemiluminescence method”. Embora não descrevam com detalhes 

a técnica utilizada, a proximidade entre os valores encontrados por esses autores e os 

valores encontrados neste estudo nos levam a concluir que um possível caminho para a 

utilização da quimioluminescência seja a concentração das amostras. Contudo, 

acredita-se que novas formas para a realização dessa concentração devam ser 

estudadas, a fim de se aprimorar a técnica. 
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VII. CONCLUSÕES 

Nas condições testadas no presente estudo, pode se concluir que: 

 

� As concentrações séricas do CA 15.3 nas 100 primeiras amostras avaliadas 

estavam abaixo do limiar de detecção da metodologia empregada. Nas 10 

amostras previamente concentradas, os valores médios observados foram 0,41± 

0,25 U/mL quando a concentração foi duplicada e 0,51± 0,25 U/mL quando a 

concentração foi quadruplicada.  
 

� Através da análise de variância verificou-se que as concentrações séricas 

avaliadas não apresentaram diferença significativa. 
 

� O método empregado – ensaio imunoluminométrico por quimioluminescência – 

mostrou-se viável na detecção do marcador tumoral CA 15.3 na espécie canina. 

 

� O kit de reagentes desenvolvido para a detecção do CA 15.3 na espécie humana 

mostrou-se viável para utilização na espécie canina. 

 

� Foi necessário adequação da técnica, através da concentração de proteínas das 

amostras avaliadas, a fim de se alcançar valores compatíveis com o limiar de 

detecção do kit utilizado. 
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