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1. INTRODUÇÃO 
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O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais frequente no 

mundo entre as mulheres1. A cada ano cerca de 22% dos novos casos 

de câncer diagnosticados em mulheres são de mama. A incidência para 

câncer de mama nos EUA em 2016 foi de 231.840 casos, sendo que 

60.290 (21,7%) foram diagnosticados como carcinoma ductal in situ 

(CDIS)2. A taxa de incidência no Brasil, estimada para o ano de 2016 foi 

de 57.960 casos de câncer de mama2. 

No passado o diagnóstico de carcinoma ductal in situ era 

infrequente. Em publicação, que envolveu 10 mil casos de câncer 

mamário tratados no ano de 1980, Ernster et al. relataram que em 

apenas 2% dos mesmos a neoplasia foi diagnosticada em estágio pré-

invasivo3. Relato do INCA2 mostra aumento expressivo – em torno de 

20% - do diagnóstico do CDIS nas duas últimas décadas, graças ao 

desenvolvimento de programas de rastreamento do câncer de mama.  

Aproximadamente, encontra-se um diagnóstico de CDIS para cada 1300 

mamografias realizadas1,4. 

Entre 1973 e 1992, as taxas de diagnóstico de CDIS aumentaram 

587%4. Aceita-se que o fator responsável pela observação desse 

incremento da incidência tenha sido o uso crescente da mamografia em 

programas de rastreamento. Esse aumento foi praticamente restrito a 

mulheres com mais de 40 anos. Interessante notar que desde 2004 os 

índices de detecção encontram-se praticamente estáveis4.  
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Atualmente essas lesões precursoras do carcinoma invasivo 

compreendem entre 15 e 25% de todas as neoplasias mamárias 

detectadas em programas de rastreamento. Em algumas séries de 

neoplasias não palpáveis, detectadas por meio de mamografia em 

programas de rastreamento, até 45% correspondem a CDIS4-6. 

1.1 Carcinoma ductal in situ  

O carcinoma ductal in situ é neoplasia precursora caracterizada 

pela presença de proliferação de células neoplásicas presentes 

exclusivamente no epitélio ductal. Condições fundamentais para a 

caracterização da lesão consistem em ausência de penetração de 

células malignas na membrana basal e, consequentemente, de invasão 

do estroma, (figura 1)7.  

  

         Figura 1. Histopatologia do carcinoma ductal in situ de mama 



4 
 

. 

Essa lesão pré-maligna apresenta-se em formas heterogêneas, 

sendo que frequentemente subtipos histológicos mistos podem ser 

observados. Levando-se em consideração o grau nuclear, o CDIS é 

categorizado nas formas baixo e alto grau. Os subtipos histológicos são 

comumente caracterizados nas variedades comedo e não-comedo. 

Alguns pesquisadores acreditam que o diagnóstico do subtipo 

comedocarcinoma exige tanto o padrão arquitetônico como a existência 

de alto grau 7-9.  

O CDIS de baixo grau apresenta-se com baixo índice de 

proliferação celular, não obstrui por completo a luz do ducto e, mais 

frequentemente, ocorre em porções descontínuas (figura 2). 

           

          Figura 2. CDIS de baixo grau. 
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Por outro lado, o CDIS de alto grau é caracterizado pela 

contiguidade da lesão, podendo ocorrer obstrução da luz com necrose da 

porção central (comedonecrose) (figura 3). 

          A    

         

                     B    

   

                      Figura 3. A. CDIS de alto grau. B.CDIS de alto grau com comedonecrose 
           

O grau nuclear é independente do padrão arquitetural. Enquanto a 

variedade comedocarcinoma encontra-se mais comumente no alto grau 

nuclear, a variedade não-comedo é na maioria das vezes acompanhada 

de baixo grau nuclear10-13. 
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Na tabela 1, que é baseada nas recomendações do Comitê de 

Consenso para classificação do grau do CDIS de mama, são expostos os 

critérios para classificação do CDIS em baixo e alto grau 13. 

 

Tabela 1. Critérios para classificação do grau do CDIS de mama. 

 
 CDIS de baixo grau  

• Aparência monomórfica (monótona)  

• Tamanho do núcleo similar ao das células ductais epiteliais ou 1,5-2,0 
vezes ao de hemácia. 

• Cromatina difusa, finamente dispersa.  

• Presença de nucléolos e mitoses ocasionais.  

• Células se encontram usualmente polarizadas.  

 CDIS de alto grau 

• Grande pleomorfismo.   

• Tamanho comumente maior ao de 2,5 células ductais epiteliais.   

• Cromatina vesicular com distribuição irregular.  

• Nucléolos comumente múltiplos e proeminentes. 

•  Mitoses podem ser conspícuas. 
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1.2 Evolução para carcinoma ductal invasivo 

Os fatores anatomopatológicos mais importantes no controle local 

e indicadores de prognóstico do CDIS são: extensão da lesão, margens 

cirúrgicas livres, grau nuclear, receptores hormonais e a presença ou não 

da superexpressão da proteína HER-2 7,8,13. 

O grau nuclear e a necrose, no seu conjunto, definem um subgrupo 

de CDIS com maior risco de recorrência local e de evolução para 

carcinoma invasivo. Classificações baseadas no grau nuclear e necrose 

podem identificar a maioria das pacientes acometidas por CDIS (85% 

dos casos) com risco para recorrência local e transformação invasiva 

após excisão11,13. 

Apesar desses cuidados, tem-se observado que, ao se levar em 

consideração o conjunto de formas e de subtipos histológicos, o CDIS 

não tratado nos 10 a 20 anos seguintes ao seu diagnóstico apresenta 

índices de risco entre 30% e 50% de progredir para carcinoma 

invasivo15,16.  

Ainda não se encontram perfeitamente elucidadas quais formas de 

lesão de CDIS irão progredir para doença invasiva ou evoluir de maneira 

indolente. Essa incapacidade tem levado os mastologistas a empregar 

tratamentos agressivos, com o propósito de prevenir a progressão de 

parte dos casos da doença, que tem possibilidade de não ocorrer. 
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 Especula-se que a mamografia de rastreamento pode detectar 

casos de CDIS biologicamente indolentes, com reduzida probabilidade 

de se tornarem clinicamente evidentes15. Em estudo de coorte 

envolvendo 24 mulheres, que foram submetidas apenas a biópsias após 

rastreamento mamográfico, Kawasaki et al. constataram que 39% delas 

evoluíram para carcinoma ductal invasivo (CDI), em período de tempo de 

aproximadamente 21 anos17. 

A melhor caracterização molecular e histopatológica do DCIS 

poderá trazer informações adicionais para avaliação do prognóstico da 

doença, possibilitando a personalização da terapêutica adequada para 

cada paciente. Avanços nos estudos moleculares para a avaliação de 

risco e progressão das doenças pré-malignas têm ocorrido; porém, na 

prática clínica, eles ainda são modestos15-17. 

Atualmente estuda-se o desenvolvimento de forma modificada do 

escore de recorrência Oncotype DX, com 12 genes para CDIS. O 

algoritmo utiliza sete genes relacionados ao câncer (Ki67, STK15, 

proteína survivina, CCNB1, MYBL2, PR, e GSTM1) e cinco outros genes 

não relacionados para quantificar a probabilidade acumulativa do risco de 

recorrência local (CDI ou CDIS) em 10 anos, e prever o risco de novo 

câncer invasivo no mesmo período de tempo18,19.  

 Fator que tem sido estudado para predizer a agressividade das 

variedades de baixo e alto grau do CDIS consiste na intensidade da 
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atividade apoptótica existente nas mesmas. Existem evidências de que a 

referida atividade é significativamente mais acentuada em lesões CDIS, 

quando comparado com o carcinoma invasivo20. Quando feita 

comparação entre as variedades de baixo e alto grau do CDIS observa-

se que o fenômeno apoptose é mais acentuado na primeira delas20. 

 Tendo em vista que a proteína survivina possui importante 

atividade antiapoptótica, alguns pesquisadores vêm realizando estudos 

com o propósito de correlacionar sua expressão com a agressividade do 

câncer de mama21-25,26. Baseados em ensaios clínicos que evidenciaram 

prognóstico desfavorável e menores índices de sobrevida livre da doença 

nos casos com elevada expressão da survivina nas células neoplásicas, 

alguns desses autores têm sugerido que essa proteína seja considerada 

marcador de agressividade e de prognóstico desfavorável dessa 

neoplasia24,27.       

  
 

1.3 Proteína survivina 

  

     Trata-se de proteína intracelular, também denominada BIRC5 ou 

AP14, que foi descrita pioneiramente por Ambrosini e Altieri, no ano de 

199724,28-31 (figura 4). É codificada por gene localizado no cromossomo 

17q25, e seu peso molecular é de 16,5 Kd, segundo a PDB – Protein 

Data Bank in Europe)31. 
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A                                                           B     

Figura 4. Proteína survivina.  A. Localização no cromossomo 17.B. Estrutura da 
survivina31.  
 

  

 Expressão variável da survivina é encontrada em células 

embrionárias e neoplásicas, principalmente durante a fase G2/M da 

divisão celular. Na maioria das células adultas normais não se observa 

expressão dessa proteína30. 

 A survivina destaca-se dos demais componentes da família das 

proteínas inibidoras da apoptose (IAP) por conter um único domínio BIR 

e pela ausência do domínio ring finger, que é substituído por domínio de 

alfa-hélice 28-31. A estrutura molecular da survivina é exposta na figura 5.  

 

 

  Figura 5. Estrutura molecular da survivina.  

ring finger 
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A expressão diferenciada da survivina no câncer, em comparação 

com aquela encontrada em tecidos adultos normais, é uma das mais 

intrigantes características dessa proteína. Ela é fortemente expressa em 

tumores de cólon, mama, pulmão, esôfago, pâncreas, cavidade oral, 

bexiga, assim como em leucemia17,31,32. 

Consoante referido, a atividade fundamental da proteína survivina 

consiste na inibição da apoptose (figura 6). Por tal motivo achamos 

conveniente tecer considerações acerca do fenômeno biológico 

apoptose, assim como dos mecanismos pelos quais essa proteína atua 

nesse fenômeno. 

  

                  Figura 6.  Atuações da survivina em carcinogênese. 
 

 

Ainda que existam evidências de que a survivina ocasione 

desarranjos do ciclo celular, deixamos de abordar essa atuação, uma vez 
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que ainda são insuficientemente claros os conhecimentos a esse 

respeito. 

 

1.4 Fenômeno biológico apoptose 

 

Numerosas investigações relacionadas com diferentes condições 

envolvidas na carcinogênese mamária vêm sendo desenvolvidas no 

passar do tempo. Dentre elas cabe destacar as relacionadas com o 

fenômeno apoptose, uma vez que fatores capazes de causar sua inibição 

são responsáveis pelo aparecimento de sérias condições patológicas e 

por dificuldades relacionadas com a terapia33. 

A apoptose é programa de morte celular extremamente regulado e 

de grande eficiência, que requer a interação de numerosos fatores. 

 Proteases presentes no organismo, conhecidas como caspases, 

desempenham papel fundamental na totalidade do fenômeno apoptose. 

O termo caspase é resultante de conjunto de letras da denominação em 

língua inglesa dessas proteases, isto é, cysteine-dependent aspartate-

specific protease. Até o presente foram identificadas 14 diferentes 

caspases em seres humanos, sendo que seis delas (3, 6, 7, 8, 9 e 10) 

participam da apoptose19-36.  

  Essas proteases são sintetizadas como zimogênios, que são 

precursores inativos consistentes em quatro subunidades. A clivagem 

proteolítica dos precursores das caspases resulta na separação das 

subunidades maior e menor, com a produção de um complexo 



13 
 

heterotetramérico, que constitui a enzima ativa formada por duas 

subunidades maiores e duas menores 21,37. 

 No fenômeno apoptose participam dois grupos de caspases, sendo 

um deles o das caspases iniciadoras e o outro o das efetoras. As 

caspases iniciadoras (2, 8, 9, 10 e 11) transformam as formas inativas 

nas caspases efetoras. A função destas últimas consiste na 

desnaturação dos diversos substratos celulares, incluindo as proteínas 

estruturais e regulatórias no núcleo celular, no citoplasma e no 

citoesqueleto. Como decorrência da clivagem proteolítica de alvos 

celulares, ocasionada pela ação das caspases efetoras, ocorre 

desregulação de processos vitais, culminando com a morte celular37,38. 

  A ativação da apoptose pode ser iniciada de duas formas: pela via 

extrínseca (citoplasmática) ou pela via intrínseca (mitocondrial) 39-40.   

 A apoptose ocorre, mais comumente, pela via extrínseca. Nessa 

via a cascata de caspases é ativada via ligação do TNF (tumor necrosis 

factor) e do Fas-L aos seus respectivos receptores. A via extrínseca é 

desengatilhada pela ligação de receptores localizados na superfície 

celular, denominados receptores de morte [death receptors (DR)], cuja 

família é composta pelas moléculas Fas (CD95), TNFRI, DR3, DR4, DR5 

e DR6.  

Quando estimulados, estes receptores recrutam proteínas 

adaptadoras, como por exemplo, a FADD, a qual associa aos mesmos as 

caspases 8 ou 10. Esse complexo, formado por determinado receptor de 
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morte, por moléculas adaptadoras e por caspases 8 e/ou 10, é conhecido 

como apoptossomo iniciador. Nesse ambiente molecular essas caspases 

iniciadoras são ativadas e, por sua vez, podem acionar diretamente as 

caspases executoras ou gerar sinais que irão acoplar-se à via intrínseca, 

atingindo bioquimicamente o conjunto de mitocôndrias 41,42. 

 Outra via pela qual se processa a apoptose é a intrínseca, também 

denominada mitocondrial, que tem início com o aparecimento de “sinais 

de estresse”, provenientes do interior da própria célula. Caso tal 

fenômeno ocorra, as mitocôndrias sofrem desacoplamento da cadeia 

respiratória e passam a liberar para o citosol, o citocromo C, além das 

proteínas Smac/DIABLO (second mitochondrial derived activator of 

caspases/direct IAP-binding protein with a low isoelectric point) e AIF 

(apoptosis-inducing factor). 

 Por um lado, o citocromo C citoplasmático liga-se à APAF-1. O 

conjunto resultante dessa ligação, na presença de ATP, ativa a caspase 

9; esta, por sua vez, ativa a caspase 3. O complexo multimolecular 

composto por citocromo C APAF-1, ATP e pela caspase 9 é chamado 

apoptossomo executor. Por outro lado, Smac/DIABLO é responsável pelo 

cancelamento da ação negativa de moléculas da família dos IAPs 

(inhibitor of apoptosis proteins), entre eles a survivina. É importante 

destacar que na mitocôndria a liberação de citocromo C é controlada, 

principalmente, pelas proteínas da família Bcl-241-43. 
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1.5 Atividade antiapoptótica da survivina 

 
 

Existem no organismo humano numerosas proteínas, que fazem 

parte das famílias das proteínas inibidoras da apoptose (IAP). Entre elas 

cabe destacar, além da survivina, as proteínas X-IAP (inibidora da 

apoptose ligada ao X), MLIP (inibidora da apoptose no melanoma) e 

NIAP (neuroproteína inibidora da apoptose) 24-26,36. 

Na proteína survivina existem moléculas antiapoptóticas 

caracterizadas pela presença de um a três domínios BIR (baculoviral IAP 

repeats), uma terminação COOH, um domínio ring finger e um domínio 

para recrutamento de caspases (cisteíno-aspartases).  

A survivina, à semelhança do que ocorre com as demais proteínas 

inibidoras da apoptose (IAP), possui um importante papel na ação das 

caspases. A atuação antiapoptótica da survivina pode se dar por meio de 

inibição direta das caspases efetoras 3 e 7 e da caspase iniciadora 9, 

que desempenham papel relevante no mecanismo da morte célular 

programada, conforme assinalado na figura 744. 

A estrutura da survivina tem sido comparada com as proteínas X-

IAP (inibidora da apoptose ligada ao X), que possuem três domínios BIR. 

A X-IAP inibe as caspases 3 e 7, ao se ligar aos dois primeiros domínios 

da estrutura. O terceiro domínio da X-IAP (BIR3) se liga à caspase 9. A 

survivina se assemelha bidimensionalmente ao domínio BIR 3 da X-IAP, 

sugerindo a possibilidade de ela se ligar à caspase 944,45. 
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Cabe assinalar que ainda existem dúvidas a respeito de se a 

inibição das caspases pela survivina se dá de forma direta ou por 

mecanismos indiretos. A forma direta seria a survivina inibir diretamente 

as caspases ligando-se diretamente a elas, como ocorre com qualquer 

outra IAP.  

Outra forma de atuação antiapoptótica da survivina consiste na 

antagonização da atividade da Smac/DIABLO. A proteína Smac\DIABLO, 

que é liberada da mitocôndria, liga-se e remove as IAP de suas ligações 

inibitórias com as caspases, promovendo a apoptose. A survivina tem, 

possivelmente, como função inibir as ações das caspases de forma 

indireta por meio da via Smac/DIABLO. Na figura 7 é exposta de maneira 

esquemática a função antiapoptótica da survivina, ao ocasionar 

diminuição da atividade das caspases46. 
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Figura 7. Mecanismo de ação da survivina na inibição da cascata da apoptose     
                (modificado) . 

 

1.6  Survivina e carcinogênese mamária 
 

No que se relaciona com a expressão da proteína survivina em 

células neoplásicas foram divulgados nos anos recentes resultados de 

vários estudos, que evidenciam a sua relevância na dinâmica da 

proliferação celular no câncer de mama 22-28,32.  

Em 2008, Youssef et al. observaram correlação entre maior 

tamanho do tumor primário e menor expressão dos receptores de 

estrógenos e de progesterona e elevada expressão dessa proteína37. 

Outros ensaios clínicos demonstraram, igualmente, que a survivina 

Via extrísenca TNFα 
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associa-se a prognóstico desfavorável e a menores índices de sobrevida 

livre de doença26-29. 

Alguns estudos retrospectivos relacionados com o carcinoma de 

mama têm mostrado que a proteína survivina constitui-se em importante 

marcador de agressividade e de prognóstico desfavorável, com 

consequente diminuição da sobrevida global47,48. Os estudos de 

microarray são consistentes com esses resultados, inclusive identificando 

a survivina como fator de risco associado ao câncer de mama49,50. 

 Em estudo acerca da correlação entre a expressão da survivina e o 

prognóstico, que envolveu 167 mulheres acometidas por câncer de 

mama nos estádios I, II e III, Tanaka et al. (2000) constataram que essa 

proteína mostrou-se expressa em 118 (70%) dos tumores. Esses 

pesquisadores verificaram que a expressão da survivina constituiu-se em 

fator prognóstico mais consistente, quando comparado com outras 

características prognósticas clinicopatológicas, incluindo tamanho do 

tumor, estádio clínico, comprometimento linfático, receptores hormonais 

e tipo histológico32. 

Em investigação publicada em 2007, Yamashita et al. concluíram 

que a survivina é indicador de risco de recorrência do câncer de mama 

em estágio inicial. Observaram taxas de expressão significativamente 

elevadas nos tumores grau III comparados aos tumores grau I e grau II. 

Verificaram que os índices de sobrevida foram significativamente mais 

elevados em pacientes com baixa expressão de survivina, quando 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamashita%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17695451
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comparado com aquelas com alta expressão de survivina nos estádios I 

e II do câncer de mama. Concluíram que a expressão da survivina é por 

si só, fator prognóstico consistente no que se relaciona com sobrevida 

livre de doença de pacientes tratadas por câncer de mama21. 

Okumura et al. publicaram, em 2008, os resultados de estudo 

acerca da expressão da proteína survivina, que envolveu 52 casos de 

CDIS e 28 casos de CDIS com áreas focais microinvasivas (CDIS-Mi). 

Constataram que a expressão dessa proteína foi significativamente mais 

elevada nos casos de CDIS-Mi do que naqueles com amostra de CDIS 

apenas51. 

Em 2014 Martins realizou estudo em nosso meio com o objetivo de 

comparar a imunoexpressão da proteína survivina em espécimes de 

carcinoma de mama triplo negativo que, comumente, apresenta 

agressividade acentuada, com aquela de espécimes do tipo luminal A, 

cuja agressividade é reconhecidamente baixa. Esse pesquisador 

constatou expressão significativamente mais elevada nos espécimes 

com carcinoma triplo negativo 52. 

  

1.7  Revisão da literatura 

Em revisão da literatura, realizada nas fontes PubMed, não 

encontramos publicações acerca da correlação entre a expressão da 

proteína survivina em carcinomas in situ de mama de baixo e de alto 

grau. 
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O presente estudo transversal teve como objetivo avaliar a 

expressão da proteína survivina nos carcinomas ductais in situ de mama 

de baixo e de alto grau, por meio da técnica de imunoistoquímica. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODO 
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3.1 Casuística  
 

 
Para a realização deste estudo foram selecionados 37 fragmentos 

de peças cirúrgicas ou de materiais de biópsias provenientes de 

pacientes acometidas por carcinoma ductal in situ de mama. Todas as 

pacientes foram assistidas no setor de mastologia do Departamento de 

Obstetrícia e Ginecologia (DOGI) da Irmandade da Santa Casa de 

Misericórdia de São Paulo (ISCMSP), entre 2014 e 2016.  

O estudo teve prévia aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

do referido hospital, de acordo com preceitos éticos, com a Resolução 

466/96 do Conselho Nacional de Saúde/Ministério da Saúde e com 

normas internas adicionais (anexo 1). 

Consoante os resultados dos exames histopatológicos, realizados 

no Departamento da Patologia da ISCMSP, os espécimes foram 

estratificados nos grupos A e B. No grupo A foram incluídos 13 casos de 

CDIS de baixo grau, e no grupo B foram envolvidos 24 casos de CDIS de 

alto grau. Os dados gerais das pacientes do grupo A são representados 

no anexo 2, e aqueles das pacientes do grupo B no anexo 3. Os grupos 

estudados tiveram avaliação da média das idades, consoante descrição 

exposta no anexo 4. 

 Para a seleção dos espécimes de ambos os grupos foram 

adotados os seguintes critérios de exclusão: 

• Associação de neoplasia com gravidez e lactação. 
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• Uso prévio de quimioterapia ou hormonioterapia. 

• Realização prévia de radioterapia. 

• Material não apropriado. 

  

 3.2  Método 

 3.2.1 Revisão histológica 
 

Para confirmar o diagnóstico das duas formas de carcinoma ductal 

in situ foi realizada a revisão dos exames histológicos. Essa revisão foi 

efetuada no Departamento de Anatomia Patológica do Hospital Central 

da ISCMSP, pela Profa. Dra. Maria Antonieta Longo Galvão da Silva. 

Inicialmente cada um dos fragmentos foi emblocado em parafina. 

De cada bloco obteve-se um corte histológico com espessura de 4 μm, 

utilizando-se micrótomo rotativo. Os cortes foram corados pelo método 

da hematoxilina e eosina (H&E), e a leitura dos mesmos foi feita com 

emprego de microscopia óptica comum. 

Para a caracterização dos tipos histológicos ductal in situ de alto e 

de baixo grau obedeceu-se à padronização de laudos histopatológicos da 

Sociedade Brasileira de Patologia. 

 

3.2.2  Técnica de imunoistoquímica   

 

A análise da expressão da proteína survivina foi realizada por meio 

de anticorpo monoclonal liofilizado de camundongo anti-humano, clone 
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I2C4, classe de imunoglobulina-isótipo IgG2a Kappa. O kit de anticorpos 

antissurvivina utilizado foi da marca ABCAM (Biogen®). Cada um desses 

kits contém 1 mL e pode ser diluído na proporção 1/50. Dessa forma, 

com um kit, pode-se realizar até 500 testes. Na tabela 2 estão expostos 

os dados técnicos referentes ao anticorpo envolvido na reação 

imunoistoquímica da proteína survivina.   

 
Tabela 2. Dados técnicos referentes aos anticorpos na reação imunoistoquímica. 

Anticorpo 

Clone   Fabricante Título Recuperação Solução pH Tempo 

Survivina 

I2C4 ABCAM 

(Biogen®) 

1/50 microondas citrato 6.0 15 min 

 

Para a realização do exame pela técnica de imunoistoquímica 

foram obtidos cortes histológicos com espessura de 4 µm. Inicialmente 

as lâminas preparadas foram desparafinadas, preparadas por passagens 

sucessivas em xilol e etanol e submetidas à recuperação antigênica.  

A seguir foi feita a inibição da peroxidase endógena, por meio de 

lavagem das lâminas com solução de peróxido de hidrogênio a 3% (água 

oxigenada 10 volumes), com três trocas de cinco minutos cada. As 

lâminas foram incubadas com o anticorpo survivina nas diluições pré-

estabelecidas em tampão PBS (pH 7,4), contendo albumina bovina 

(BSA) 1% (SIGMA, A9647, USA) e azida sódica 0,1%, por duas horas, 

em câmara úmida, a temperatura ambiente. 
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Após a incubação das lâminas com anticorpo antissurvivina, de 

acordo com a diluição previamente estabelecida pelo fabricante 

(survivina-1:50), elas foram lavadas em tampão PBS, com três trocas de 

cinco minutos cada. No passo seguinte as lâminas contendo os cortes 

histológicos foram incubadas com Link por 30 minutos, em temperatura 

ambiente, e submetidas a três lavagens de cinco minutos em PBS e 

incubação com estreptavidina (HRP 9DAKO A/S, K0690) por 30 minutos, 

a temperatura ambiente. Após a incubação as lâminas foram lavadas em 

tampão PBS (3 e 5 minutos), reveladas com solução de 

diaminobenzidina (DAB, Sigma) por cinco minutos, e contracoradas com 

hematoxilina de Harris (Merck®). 

A reação imunoistoquímica (antígeno-célula tumoral/anticorpo-

monoclonal antissurvivina) pode ocorrer tanto no núcleo quanto no 

citoplasma. O resultado dessa reação consiste na obtenção de coloração 

castanho-dourada. 

Os blocos correspondentes às biópsias e às peças cirúrgicas foram 

avaliados para se determinar a expressão da proteína survivina, por 

método imunoistoquímico. 

Na figura 8 a reação das células de carcinoma ductal in situ de 

mama com o anticorpo antissurvivina pode ser vista tanto em núcleos 

como em citoplasmas.   
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    Figura. 8. Núcleos e citoplasmas de células de carcinoma ductal in situ  
                  de mama marcados em castanho-dourado pelo anticorpo                
        antissurvivina (ao =400).               

 

 

 3.2.3  Avaliação da imunoexpressão da survivina 

 

Por recomendação do fabricante, para a avaliação da 

imunoexpressão da proteína survivina utilizou-se como controle positivo, 

em todas as etapas, amostras de fragmentos teciduais de próstata, nos 

quais a coloração castanho-dourada é observada de forma intensa no 

citoplasma e no núcleo das células. Na figura 9 observa-se corte 

histológico de tumor de próstata com controle negativo, e na figura 10 

com controle positivo. 
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       Figura 9. Amostra de tumor de próstata considerado como controle     
        negativo para reação antissurvivina (ao = 400). 

                            

  Figura 10. Amostra de tumor de próstata considerado como controle  
              positivo para reação antissurvivina (ao = 400). 

 

A leitura dos cortes histológicos dos espécimes de CDIS tratados 

pela técnica de imunoistoquímica foi realizada com auxílio de 

microscópio Onikon Eclipse E 400 de duas cabeças. 
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 O critério de avaliação da expressão da proteína survivina baseou-

se na porcentagem de células neoplásicas que apresentavam coloração 

castanho-dourada, seja no núcleo ou no citoplasma. Consoante à 

metodologia por nós adotada, considerou-se tal critério positivo quando a 

porcentagem de células presentes na amostra, que apresentava esta 

coloração, era igual ou maior do que 10% (tabela 3). 

 

Tabela 3. Critério de positividade da expressão da proteína survivina. 

Proteína Critério de 

positividade 

Referência Coloração 

            Survivina > 10% Survivina Núcleo/citoplasma  

 

A fim de estratificar ainda mais o grau da positividade e 

negatividade das amostras marcadas pelo anticorpo antissurvivina, foram 

subdivididas da seguinte forma de classificação: (a) survivina positiva, 

acima de 10% de células marcadas, graus 2 e 3 (positivo e fortemente 

positivo, respectivamente); e (b) survivina negativa, menor ou igual a 

10%, graus 0 e 1 (tabela 4). 

Tabela 4.: Estratificação do grau de positividade e negatividade das     
 amostras coradas pela survivina. 

 Survivina 
 Negativo – 0 

 
Positivo - 2 

0 e 1 - < ou igual a 10% 
 

2 e 3 > 10%           
 

Verificou-se que em todas as lâminas consideradas positivas os 

núcleos apresentaram-se igualmente positivos. 
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 Na figura 11 está representado corte histológico de amostra de 

tecido de carcinoma ductal in situ considerado negativo para reação 

antissurvivina e na figura 12 é exposto corte histológico de tecido pré-

canceroso considerado positivo. A figura 13 representa corte compondo 

carcinoma ductal in situ e carcinoma ductal invasivo. 

   

  Figura 11. Amostra de carcinoma ductal in situ considerada negativa     
                        para reação antissurvivina (ao = 400). 

                                  A  
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                        B                                                                          

     Figura 12. A. Amostra de CDIS de alto grau (com comedonecrose)      
     considerada positiva para reação antissurvivina. B. Amostra de CDIS  
    de alto grau considerada positiva para reação antissurvivina (ao = 400). 

 

                                  

                 Figura 13. CDIS e CDI: considerada positiva para reação antissurvivina               
                (ao = 400). 

  

 Os achados dos exames foram anotados em planilha. As 

anotações de leitura manuscrita foram, posteriormente, repassadas para 
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planilhas em programa de computador Excel,  Windows  Vista-Microsoft,  

para  que  todos os dados pudessem ser cruzados, para possibilitar 

posterior avaliação estatística. 

3.3  Análise estatística 

 Para a associação entre a variável survivina e os grupos A e B foi 

aplicado o teste exato de Fisher. Adotou-se o nível de significância de 

5% (0,050) para a aplicação do teste estatístico. Quando o valor da 

significância calculada (p) for menor do que 5% (0,050) fica caracterizada 

diferença (ou relação) estatisticamente significante. Quando o valor da 

significância calculada (p) for igual ou maior do que 5% (0,050), a 

diferença (ou relação) é estatisticamente não-significante. 

 Foi utilizado também o teste da razão de verossimilhança para 

avaliar a estratificação dos dados. 

  Usamos a planilha eletrônica MS-Excel, em sua versão do MS-

Office 2013, para a organização dos dados, e o pacote estatístico IBM 

SPSS (Statistical Package for Social Sciences), em sua versão 23.0, 

para a obtenção dos resultados.  
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Consoante o objetivo do presente estudo, passamos à exposição 

dos resultados referentes às taxas de expressão da proteína survivina 

nas células neoplásicas de carcinoma ductal in situ de alto e baixo grau. 

Foi aplicado o teste exato de Fisher, com o intuito de verificarmos uma 

possível diferença entre ambas as categorias da variável survivina para a 

variável classificação do grau nuclear.  

Como se pode observar na tabela 5, a proteína survivina 

apresentou-se positiva em 22 dos 24 casos de CDIS de alto grau (78%), 

enquanto no grupo de 13 casos de CDIS de baixo grau apresentou-se 

positiva em 6 (21,40%). Em 77,8% dos casos em que a survivina foi 

considerada negativa verificou-se que se tratava de CDIS de baixo grau.   

A análise estatística, realizada com o emprego do teste exato de 

Fisher, evidenciou que a expressão da survivina foi significativamente 

mais elevada nos CDIS de alto grau, quando comparada nos CDIS de 

baixo grau (p = 0,004). 
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           Tabela 5. Comparação da positividade e negatividade da          
                 survivina nos  grupos CDIS de alto e baixo grau 

Survivina 
[pos-neg] 

Classificação do grau nuclear 
Total 

Baixo Alto 

Positivo 
6 22 28 

21,40% 78,60% 100,00% 

Negativo 
7 2 9 

77,80% 22,20% 100,00% 

Total 
13 24 37 

35,10% 64,90% 100,00% 

Teste exato de Fisher: p = 0,004 

 

Os resultados individualizados acerca da imunoexpressão da 

proteína survivina, que correspondem aos 13 casos do grupo CDIS de 

baixo grau (grupo A) e dos 24 casos do grupo CDIS de alto grau (grupo 

B), são apresentados nas tabelas 6 e 7. 

 Tabela 6. Imunoexpressão da survivina no Grupo A.   

Número 
paciente 

Registro 
hospitalar 

Expressão 
da 

survivina * 
1 1497010 2 
2 1488719 0 
3 1531409 0 
4 11601347 0 
5 11604156 0 
6 11601565 2 
7 11604156 0 
8 11600588 0 
9 11512094 0 

10 11516998 2 
11 11510409 2 
12 11602158 2 
13 11601797 2 

  * Expressão: 0 = Negativo; 2 = positivo 
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       Tabela 7.  Imunoexpressão da survivina no Grupo B.  

Número 
paciente 

Registro 
hospitalar 

Expressão da 
survivina * 

1 11601346 0 
2 11603142 2 
3 11512092 0 
4 11515732 2 
5 11516761 2 
6 11604484 2 
7 11602937 2 
8 11518397 2 
9 11512096 2 

10 11604038 2 
11 11509992 2 
12 11511161 2 
13 11607646 

 

2 
14 11602577 2 
15     1601797 

 

2 
16 11509775 2 
17 11516705 2 
18    11422448 

 

2 
19 11420933 2 
20 11422559 2 
21 11517779 2 
22 11509677 2 
23 11514115 2 
24 11518163 2 

* Expressão: 0 = Negativo; 2 = positivo  

 

Na comparação entre positividade e negatividade da survivina,  

subdividida em 0, 1, 2 e 3, nos grupos CDIS de alto e CDIS de baixo 

grau, foi aplicado o teste da razão de verossimilhança, com o propósito 

de se verificar possível diferença entre as quatro categorias da variável 

survivina, para a variável classificação do grau nuclear. 

O resultado exposto na tabela 8 evidencia que a expressão da 

survivina foi significativamente mais elevada no CDIS de alto grau, 

quando comparada com CDIS de baixo grau, ao se estratificar o seu grau 
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de positividade (p = 0,001). Dentre os negativos, os classificados como 0 

apresentam-se de baixo grau em 100% das vezes; e os com 

classificação 1, com 60%. Os de alto grau, na classificação 3, 

apresentaram-se fortemente positivos em 84% dos casos.  

Tabela 8. Comparação entre a positividade e negatividade da survivina, 
 subdividida em 0, 1, 2 e 3 com os grupos CDIS de alto e CDIS de 
 baixo grau. 

Survivina 
Classificação do grau 

nuclear Total 
Baixo Alto 

0 neg 
4 0 4 

100,00% 0,00% 100,00% 

1 neg 
3 2 5 

60,00% 40,00% 100,00% 

2 pos 
2 1 3 

66,70% 33,30% 100,00% 

3 pos 
4 21 25 

16,00% 84,00% 100,00% 

Total 
13 24 37 

35,10% 64,90% 100,00% 

Teste exato de Fisher: p = 0,001 
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5. DISCUSSÃO 
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As propostas acerca dos procedimentos utilizados no tratamento 

do carcinoma ductal in situ de mama são variáveis, desde aquelas 

consideradas insuficientes até as excessivas. Para se chegar a 

consenso, quanto às formas adequadas de tratamento dos CDIS, nas 

suas variedades de baixo e alto grau, numerosos estudos relacionados 

com fatores preditivos têm sido desenvolvidos. 

 Os fatores prognósticos clássicos de CDIS de mama não predizem 

com acurácia a recorrência local da doença. A descoberta de 

biomarcadores moleculares tem desempenhado papel importante no 

prognóstico e nas decisões terapêuticas, incluindo tratamento 

conservador, mastectomia, radioterapia e hormonioterapia. Contudo, a 

percepção que persistiu é a de que a utilização desses biomarcadores 

não tem sido suficiente para estabelecer o manejo ideal em relação ao 

CDIS. 

 Por tal motivo foi proposta, recentemente, nova estratégia 

preditiva, que consiste em escore de recorrência e prognóstico para 

CDIS, modificado do Oncotype Dx (Genomic Health, Redwood City, CA, 

USA). Certamente, essa proposta proporciona avanços que conduzem à 

seleção ainda melhor das pacientes, principalmente para terapias 

adjuvantes, podendo chegar a uma individualização da conduta 

terapêutica53.   
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 Estudo de Davis et al., publicado no ano de 2016, analisou um 

painel de biomarcadores (receptor de estrógeno, HER-2, Ki67, p53, 

ciclina D1, COX-2, caveolina-1, survivina e PPAR-g) e de fatores clínico e 

histológico dos CDIS para determinar associações com a recorrência da 

doença. As varáveis analisadas no estudo de 70 pacientes foram a 

idade, o tamanho do tumor, a margem, o grau das neoplasias in situ, a 

presença de necrose e o tipo histológico54.  

 Levando em consideração os vários estudos que evidenciam o 

papel da survivina em carcinomas de diferentes órgãos, incluindo-se o de 

mama17,32, quanto à carcinogênese e, particularmente, quanto ao 

prognóstico e à sobrevida, os proponentes do referido escore incluíram 

em seu algoritmo o gene dessa proteína, entre outros relacionados às 

neoplasias. 

 Apesar das evidências do relevante papel desempenhado pela 

survivina na carcinogênese mamária, assim como do reconhecimento por 

vários estudos de que ela se constitui em efetivo marcador de 

prognóstico e de sobrevida livre da doença, ainda se observa escassez 

de investigações envolvendo essa proteína. Essa escassez é 

particularmente notada em relação à lesão precursora do carcinoma 

invasivo de mama, que é o carcinoma ductal in situ. 
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 Aspecto que entendemos ter grande relevância no que se 

relaciona com a proteína survivina consiste na possibilidade de se 

empregar terapia alvo baseada em ação inibitória da mesma. 

 Em estudo publicado em 2012, que envolveu indivíduos 

acometidos por leucemia linfoblástica, Tyner et al. constataram que o 

composto sepantronium bromie (YM-155) apresentou capacidade para 

inibir a ação da survivina, reduzindo a atividade dos linfoblastos55. Kumar 

et al. (2012) verificaram que o YM-155 reverteu a resistência à cisplatina 

em pacientes acometidos por carcinoma de cabeça e pescoço, trazendo 

maior efetividade da quimioterapia56. Em estudo prospectivo de pacientes 

afetados por mieloma múltiplo, Haart et al. (2013) constataram remissão 

prolongada da doença com o uso do YM-155 57.   

 A escassez de investigações acerca da expressão da survivina nas 

células neoplásicas de carcinomas in situ das formas de baixo e alto grau 

foi o motivo da realização do presente estudo. 

A seleção dos nossos casos foi realizada de forma rigorosa, 

adotando-se como critério de inclusão somente casos com amostras de 

neoplasias contendo apenas o componente in situ. Esse critério foi o 

fator responsável pela dificuldade em obter casuística mais robusta. 

Cabe assinalar que temos em média 100 casos diagnosticados de 

câncer de mama ao ano, na Santa Casa de Misericórdia de São Paulo, 
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sendo que cerca de 18% compreendem carcinoma ductal in situ em 

geral. 

 Nossa opção pela técnica da imunoistoquímica fundamentou-se 

em estudos realizados para avaliar a expressão de outras proteínas 

(receptores hormonais e HER-2 por exemplos), nos quais foram 

observados elevados percentuais de coincidência entre os resultados 

obtidos pela mesma com aqueles encontrados em estudos de 

microarrays58,59. 

 Outra importante razão para essa escolha consistiu na 

possibilidade de pesquisar a expressão da survivina em material 

emblocado em parafina, ao contrário do que ocorre na maioria das vezes 

com a técnica biomolecular, que exige tecido fresco. Finalmente, cabe 

ressaltar a menor complexidade do método de imunoistoquímica, fato 

que possibilita sua reprodutibilidade.  

 O critério adotado para determinar a expressão da proteína 

survivina nas células neoplásicas consistiu na presença de coloração 

castanho-dourado no citoplasma e, eventualmente, no núcleo, em pelo 

menos 10% das células avaliadas. Esse critério vai ao encontro do 

estudo publicado por Sarti et al., em 2013, no qual os autores referem 

que a survivina corou núcleo e citoplasma em 71% dos casos. Esse 

estudo também evidenciou que não há correlação entre o local da 

expressão da survivina (núcleo/citoplasma) e dados clínico-patológicos 

das neoplasias de mama 60,61. 
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 Tal critério teve como princípio a segurança do patologista em 

considerar que a referida coloração visualizada na lâmina relacionou-se 

com células que expressam a proteína.  

 O tratamento estatístico dos nossos resultados evidenciou 

correlação significante entre a imunoexpressão da proteína survivina e a 

resposta objetiva entre CDIS de alto e baixo graus. 

 O fato de não encontrarmos publicações relacionadas com a 

expressão da proteína survivina impossibilita-nos de tecer comparações 

acerca dos resultados.  

 Acreditamos que os resultados do presente estudo, ainda que 

realizado com casuística relativamente pouco numerosa, represente 

contribuição no exaustivo esforço para se estabelecer o manejo 

terapêutico e diagnóstico racional do carcinoma in situ de mama, em 

suas variedades de baixo e de alto grau. 
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                                                                                  6.  CONCLUSÃO 
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 Os resultados obtidos com a realização do presente estudo 

possibilitam-nos chegar à conclusão de que a expressão da proteína 

survivina foi significativamente mais elevada nas células do carcinoma 

ductal in situ de mama de alto grau, quando comparada com aquela 

presente no de baixo grau. 
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ANEXO 1 – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO 2  

 

Tabela dos dados gerais da pacientes do Grupo A (CDIS de baixo grau). 

* Mama: direita (D), esquerda (E); **Espécimes: Ressecção segmentar (Ressec 
 Seg); Biopsia (Bx); Mastectomia radical modificada (MRM). *** Expressão: 0 = 
 Negativo; 2 = positivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Número do 
Evento 

Paciente Registro 
Hospitalar 

Idade Mama* Espécime** 
 

Tipo de 
neoplasia  

Expressão da 
Surivivina *** 

1 SRN 1497010 47 E Ressec.Seg CDIS 2 
2 AASS 1488719 56 D Ressec.Seg CDIS 0 
3 BS 1531409 62 E Ressec.Seg CDIS 0 
4 MASM 11601347 64 D Ressec.Seg CDIS 0 
5 MOS 11604156 52 E Ressec.Seg CDIS 0 
6 VCS 11601565 54 D Ressec.Seg CDIS 2 
7 JGS 11604156 52 D Ressec.Seg CDIS 0 
8 NOC 11600588 55 D Ressec.Seg CDIS 0 
9 JAJ 11512094 45 E Bx CDIS 0 

10 IPC 11516998 56 D Ressec.Seg CDIS 2 
11 LMS 11510409 46 D Ressec.Seg CDIS 2 
12 EGSS 11602158 57 D Ressec.Seg CDIS 2 
13 EB 11601797 55 E Ressec.Seg CDIS 2 
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ANEXO 3  
Tabela dos dados gerais da pacientes do Grupo B (CDIS de alto grau). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Número do 
Evento 

Paciente Registro 
Hospitalar 

Idade Mama Espécimes 
 

Tipo de 
neoplasia  

Expressão 
da 

Surivivina  
1 RR 11509677 57 D Bx CDIS 0 
2 CTSY 11514115 51 E Ressec. Seg. CDIS 2 
3 SMPS 11518163 59 D Ressec. Seg. CDIS 0 
4 SO 11601346 53 D Ressec. Seg. CDIS 2 
5 LKS 11603142 22 D Ressec. Seg. CDIS 2 
6 MSCS 11512092 43 E Ressec. Seg. CDIS 2 
7 MDBL 11515732 60 E Ressec. Seg. CDIS 2 
8 MLLL 11516761 66 E Ressec. Seg. CDIS 2 
9 MFSC 11604484 46 D Ressec. Seg. CDIS 2 

10 EAFS 11602937 61 D Ressec. Seg. CDIS 2 
11 MFFL 11605309 62 E Ressec. Seg. CDIS 2 
12 RS 11518397 56 D Ressec. Seg. CDIS 2 
13 FL 11512096 77 D Ressec. Seg. CDIS 2 
14 JS 11604038 43 E Ressec. Seg. CDIS 2 
15 MCSSM 11509992 37 E Ressec. Seg. CDIS 2 
16 ZAA 11511161 62 D Ressec. Seg. CDIS 2 
17 TL 11607646 70 E Ressec. Seg. CDIS 2 
18 RO 11602577 77 E Ressec. Seg. CDIS 2 
19 MES 11509775 56 D MRM CDIS 2 
20 ALS 11516705 37 E Ressec. Seg. CDIS 2 
21 VSF 11422448 48 E Ressec. Seg. CDIS 2 
22 TMM 11420933 71 E Ressec. Seg. CDIS 2 
23 LOL 11422559 66 D Ressec. Seg. CDIS 2 
24 CFVA 11517779 55 E Ressec. Seg. CDIS 2 
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ANEXO 4  

 

 Tabela 9. Descrição estatística da variável idade 

Variável n Mínimo Máximo Média Desvio-
padrão 

Percentil 
25 

Percentil 50 
(Mediana) Percentil 75 

Idade 37 22,00 77,00 55,03 11,27 47,25 56,00 62,00 
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Chade MC.  Expressão da proteína survivina em carcinoma ductal in situ de 
mama de alto e de baixo grau. Dissertação de Mestrado. Curso de Pós-
graduação em Ciências da Saúde, área de concentração em Ciências da 
Saúde. Faculdade de Ciências Médicas da Santa Casa de São Paulo. São 
Paulo, 2017. 

 

Objetivo. O objetivo do trabalho é a avaliação da expressão da proteína 
survivina nos carcinomas ductais in situ de mama de baixo e de alto grau, por 
meio da técnica de imunoistoquímica. Casuística. Fragmentos de materiais 
obtidos por biópsia incisional e procedimentos cirúrgicos de 37 (trinta e sete) 
mulheres acometidas por carcinoma ductal in situ de mama. Foram 
subdivididos em grupo A: carcinoma ductal in situ de baixo grau; e grupo B: 
carcinoma ductal in situ de alto grau. Método. A pesquisa de expressão da 
proteína survivina foi realizada pela técnica da imunoistoquímica, utilizando-se 
anticorpo monoclonal liofilizado de camundongo anti-humano, clone 12C4, 
classe de imunoglobulina-isótipo IgG2a Kappa na diluição de 1:50. Para o 
controle positivo utilizou-se fragmentos teciduais de câncer de próstata. O 
critério de avaliação da expressão da proteína survivina baseou-se na 
porcentagem de células neoplásicas que apresentavam coloração castanho-
dourada. Considerou-se tal critério positivo quando a porcentagem de células 
que apresentava esta marcação era igual ou maior do que 10%. Resultados. A 
proteína survivina apresentou-se positiva em 22 dos 24 casos de CDIS de alto 
grau (78%), enquanto no grupo de 13 casos de CDIS de baixo grau 
apresentou-se positiva em 6 (21,40%), (p = 0,004). Conclusão. O índice de 
frequência de expressão da survivina foi significativamente mais elevado no 
grupo de pacientes com CDIS de alto grau, quando comparado com aquelas do 
grupo com CDIS de baixo grau. 

Palavras chave: Proteínas inibidoras de apoptose. Carcinoma intraductal não 
infiltrante. Biomarcadores tumorais. Proteínas de neoplasias. Neoplasias de 
mama. 
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Chade MC. Expression of survivin protein in high and low grade ductal 
carcinoma in situ. Masters dissertation. Post-graduate course in Health 
Sciences, area of concentration in Health Sciences. Faculty of Medical 
Sciences of Santa Casa de São Paulo. São Paulo, 2017. 

 

Background. The aim of the present work is to evaluate the expression of 
survivin protein in low and high grade in situ ductal carcinomas by 
immunohistochemistry. Methods.Fragments of materials obtained by incisional 
biopsy and surgical procedures of 37 (thirty seven) women affected by ductal 
carcinoma in situ of the breast. They were subdivided into group A: ductal 
carcinoma in situ of low grade; And group B: high grade in situ ductal 
carcinoma.The survivin protein expression research was performed using the 
immunohistochemistry technique using anti-human mouse lyophilized 
monoclonal antibody, clone 12C4, IgG2a Kappa immunoglobulin-isotype class 
at the 1:50 dilution. For the positive control, tissue fragments of prostate cancer 
were used. The criterion for evaluation of survivin protein expression was based 
on the percentage of neoplastic cells that presented brown-gold coloration, 
either in the nucleus or in the cytoplasm. Such a positive criterion was 
considered when the percentage of cells bearing this label was equal to or 
greater than 10%. Results. The survivin protein was positive in 22 of the 24 
cases of high-grade CDIS (78%), whereas in the group of 13 cases of low-
grade CDIS, it was positive in 6 (21.40%), (p = 0.004 ). Conclusion.The 
frequency of expression of survivin was significantly higher in the group of 
patients with high-grade CDIS compared to those in the low-grade CDIS group. 

Key words: Apoptosis inhibitory proteins. Non-infiltrating intraductal carcinoma. 
Tumor biomarkers. Proteins of neoplasias. Breast neoplasms 
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