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Resumo

A ascite no carcinoma do ovário (CO) é um dos sinais de metastização peri-

toneal e está presente frequentemente ao diagnóstico nos estadios avança-

dos e na recidiva da doença. Este fluído seroso pode suportar o diagnóstico 

sendo drenado para alívio sintomático nas fases avançadas e posteriormen-

te descartado. Neste contexto, a análise do líquido ascítico é uma oportu-

nidade única para monitorizar a cinética das células tumorais presentes du-

rante a progressão da doença sem necessidade de procedimentos invasivos 

adicionais. O objetivo deste trabalho foi estimar o potencial deste material 

biológico para avaliar a expressão de proteínas associadas com a resistência 

à quimioterapia (QT). Recebemos as ascites de pacientes do IPOP diagnos-

ticadas com carcinoma seroso de alto grau obtidas ao diagnóstico (n=8) e 

durante o tratamento (n=8). Após a centrifugação de todo o volume do lí-

quido ascítico drenado, as amostras foram fixadas em formol e incluídas em 

HistogelTM seguindo-se o processamento histológico. Nestas amostras cito-

lógicas, foi realizada a técnica de imunocitoquímica para avaliar a expressão 

de quatro biomarcadores associados com a resistência à QT (ALDH1, SOX2, 

CD44v6 e P-gp). Os nossos resultados indicam que a centrifugação do volu-

me total drenado das pacientes contem, em geral, um número de células sa-

tisfatório para realizar diversas técnicas histológicas e estudos moleculares. 

A expressão dos marcadores de células estaminais de cancro, ALDH1, SOX2 

e CD44v6, em amostras antes da QT foi frequentemente negativa ou com 

baixos níveis de expressão. No entanto, nas amostras recebidas após QT, 

observa-se maior número de amostras com expressão de, pelo menos, um 

destes biomarcadores. A expressão do marcador de resistência a múltiplas 

drogas (P-gp) foi exclusivamente observada em amostras de pacientes com 

doença refratária. Os resultados deste estudo são indicadores do potencial 

da avaliação de marcadores estaminais ou associados com a resistência à QT 

nos líquidos ascíticos drenados de pacientes durante o percurso da doença e 

revelam uma nova utilidade clínica das ascites no contexto do CO.

Palavras-chave: Carcinoma do ovário; Ascite; Processamento citológico; 

Biomarcadores; Resistência à quimioterapia.

Abstract

Ascites in ovarian carcinoma (OC) is one of the signs of peritoneal metastization 

and is often present at diagnosis in advanced stages and disease recurrence. This 

serous fluid can support the diagnosis and be drained for symptomatic relief in 

advanced phases and subsequently discarded. In this context, ascitic fluid analy-
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fase, este líquido seroso é drenado para alívio de sintomas e 

é descartado.8,9 A composição do líquido ascítico no contexto 

de malignidade é muito complexa e inclui componentes ce-

lulares, tais como, células tumorais, imunológicas, estromais 

e mesoteliais, e componentes acelulares, como por exemplo, 

citocinas, quimiocinas e metabolitos, que promovem a dis-

seminação peritoneal, sendo a sua presença e volume um in-

dicador de mau prognóstico.10,11 As ascites malignas são uma 

excelente fonte de material para investigação em oncologia 

devido ao seu volume e localização de fácil acesso, podendo 

ser utilizadas para avaliação da cinética tumoral resultante da 

resposta aos tratamentos oncológicos (Figura 1).12

O foco principal deste trabalho foi avaliar o potencial das asci-

tes para prever a resistência à QT através da avaliação da expres-

são de proteínas associadas com a quimiorresistência. Para isso, 

avaliamos vários marcadores através da técnica de imunocito-

química, nas células presentes nas ascites obtidas de pacientes 

com carcinoma seroso de alto grau, antes e após QT. 

Material e Métodos

Coorte de Pacientes

Neste estudo incluímos 13 pacientes diagnosticadas com car-

cinoma seroso de alto grau do ovário que desenvolveram asci-

te, em seguimento no IPOP entre 2017 e 2022. Foram usadas 

16 amostras de líquidos ascíticos, colhidos destas doentes para 

Biobanco. Foram colhidas 8 amostras de ascites antes da QT e 

8 amostras de ascites após QT. Para 3 pacientes, nomeadamen-

te, HGSC2, HGSC5 e HGSC11 foram colhidas ascites antes da 

QT (HGSC2.1, HGSC5.1 e HGSC11.1) e após QT (HGSC2.2, 

HGSC5.2 e HGSC11.2). Todas as amostras foram selecionadas 

de acordo com as diretrizes éticas locais, conforme estipulado 

pela Declaração de Helsinki, e aprovadas pelo Comitê de Ética 

do IPOP (REF CES.092R1/019). 

Processamento e Armazenamento das Ascites

O volume total da ascite foi centrifugado (400 g, durante 10 

minutos) na sua totalidade e as frações celulares e acelulares 

sis is a unique opportunity to monitor the kinetics of tumour cells 

during disease progression without the need for additional invasive 

procedures. The objective of this work was to estimate the potential 

of this biological material to evaluate the expression of proteins as-

sociated with resistance to chemotherapy (QT).  We received ascites 

from IPOP patients diagnosed with high-grade serous carcinoma 

obtained at diagnosis (n=8) and during treatment (n=8).  After 

centrifugation of the entire volume of the drained ascitic liquid, the 

samples were fixed in formaldehyde and embedded in HistogelTM, 

followed by histological processing.  In these cytological samples, 

the immunocytochemistry technique was performed to evaluate the 

expression of four biomarkers associated with resistance to thera-

py (ALDH1, SOX2, CD44v6 and P-gp). Our results indicate that 

centrifugation of the total volume drained from patients contains, 

in general, a satisfactory number of cells to perform several histo-

logical techniques and molecular studies. The expression of cancer 

stem cell markers, ALDH1, SOX2 and CD44v6, in samples before 

QT was often negative or with low expression levels.  However, in 

the samples received after QT, there is an increase in the number 

of samples with an expression of at least one of these biomark-

ers. The expression of the multidrug resistance marker (P-gp) was 

exclusively observed in samples of patients after QT. The results of 

this study are indicators of the potential of the evaluation of stem 

markers associated with resistance to QT in ascitic fluids drained 

from patients during the disease course and reveal a new clinical 

utility of ascites in the context of OC.

Key-words: Ovarian carcinoma; Ascites; Cytologic processing; 

biomarkers; resistance to therapy.

Introdução

O carcinoma do ovário (CO) permanece como a neoplasia 

mais letal do aparelho reprodutor feminino, sendo o oitavo 

cancro com maior incidência e a sétima causa de morte por 

cancro em mulheres em todo o mundo.1 O carcinoma seroso 

de alto grau representa o subtipo histológico mais agressivo, 

principalmente pela dificuldade de deteção em estadios pre-

coces, sendo diagnosticado frequentemente com presença de 

disseminação peritoneal.2 Apesar de alguns avanços nas últi-

mas décadas, nomeadamente com a aprovação dos inibidores 

da PARP e inibidores da angiogénese, o tratamento standard 

baseia-se na cirurgia de citorredução ótima e a quimioterapia 

(QT) com o dupleto Carboplatina e Paclitaxel.3 A QT neoadju-

vante pode ser efetuada em pacientes para diminuir o volume 

tumoral e aumentar a probabilidade de sucesso da cirurgia ci-

torredutora (Figura 1).4

A ascite surge de um processo inflamatório que induz a acu-

mulação anormal de uma grande quantidade de líquido na ca-

vidade peritoneal5 podendo ocorrer em diferentes patologias, 

incluindo cirrose, pancreatite, nefrite, insuficiência cardíaca 

e cancro.6 Mais de um terço das pacientes com CO apresen-

ta ascite.7 Quando é detetada ao diagnóstico, é usada como 

método complementar de diagnóstico, no entanto, após esta 

Figura 1. Esquema representativo da evolução clínica do carcinoma 
do ovário e uma nova abordagem de aproveitamento dos líquidos 
ascíticos ao longo do percurso da doença. 
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MA, EUA), enzima aldeído desidrogenase 1 (ALDH1; 1:200, 

D9Q8E, Cell Signaling Technology, Massachusetts, MA, EUA), 

SRY-box fator de transcrição 2 (SOX2; 1:25, SP76, Cell Mar-

que, California, CA, EUA), CD44v6 (1:100; MA54, Life Tech-

nologies, Carlsbad, CA, EUA) e P-glicoproteína (P-gp; 1:1200, 

EPR10364-57, Abcam, Cambridge, Reino Unido), durante 1 

hora, à temperatura ambiente. O sistema de deteção utili-

zado foi o kit da Dako REALTM EnVisionTM Detection System 

Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (Agilent Dako, Santa Clara, 

CA, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Os an-

ticorpos primários foram detetados utilizando um anticorpo 

secundário com polímero de peroxidase e a diaminobenzidi-

na foi utilizada como cromogéneo para visualizar a reação. A 

hematoxilina foi usada para o contraste nuclear, seguindo-se 

a desidratação, diafanização e montagem das lâminas. Foram 

incluídos controlos negativos e positivos em cada uma das 

reações. As lâminas foram avaliadas num microscópio Bri-

ghtfield Leica DM2000 LED (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Alemanha), por três observadores independentes (SR, MN e 

DN) que registaram a percentagem de células tumorais mar-

cadas segundo os intervalos: (0%) Negativo; (1 – 10%) Baixo; 

(11 – 25%) Baixo/Moderado; (26 – 50%) Moderado; (51 – 75 

%) Moderado/Alto; e (76 – 100%) Alto.13-15

Resultados

O volume dos líquidos ascíticos recebidos variou entre 1 e 4 

litros, aproximadamente. Em geral, a centrifugação da totali-

dade do líquido permitiu a obtenção de um pellet de células 

nucleadas suficiente para fazer um citobloco e a congelação 

de parte deste material celular a -80º C. A grande maioria das 

amostras foi obtida de pacientes em estadios avançados da 

doença (FIGO III e IV).

Confirmamos, nas nossas amostras, uma alteração da ex-

pressão das glicoproteínas, MUC16 e MSLN, habitualmente 

descritas como sobre-expressas no carcinoma seroso de alto 

grau.16,17 Todas as nossas amostras (16/16) apresentam uma 

elevada expressão membranar (76 – 100% das células tumo-

rais marcadas) da MUC16, independentemente de serem obti-

das antes ou após QT (Figura 3). Relativamente à expressão 

da MSLN, os resultados formam semelhantes, verificando-se 

uma elevada expressão membranar (51 – 75% e 76 – 100% 

das células tumorais marcadas, 3/16 e 13/16, respetivamente) 

em todas das amostras, independentemente de serem obtidas 

antes ou após QT (Figura 3). 

A expressão da ALDH1 e do SOX2, previamente descritos 

como marcadores de células estaminais no CO13 é variável nas 

nossas amostras. Observou-se uma baixa expressão da ALDH1 

em 1/8 amostras obtidas antes da QT e uma expressão baixa 

ou moderada/alta em 2/8 amostras obtidas após QT (Figura 
3). De modo semelhante, a expressão do SOX2 foi, na maioria 

dos casos, classificada como negativa (7/8) ou baixa expressão 

(1/8) para as amostras obtidas antes da QT. No entanto, em 

foram separadas. O sobrenadante foi imediatamente armaze-

nado a -80º C (de acordo com a Figura 2) e a componente 

celular foi submetida a um tampão de lise das hemácias, de 

acordo com as instruções do fabricante. Em resumo, as célu-

las foram ressuspendidas no tampão de lise de glóbulos ver-

melhos (1x) e incubadas durante 5 minutos, à temperatura 

ambiente e com agitação ocasional. A reação foi interrompida 

pela adição de uma solução salina tamponada de fosfato (1x), 

seguindo-se uma centrifugação a 400 g, durante 5 minutos. A 

fração celular foi dividida e separada para diferentes propó-

sitos, tal como descrito na Figura 2. Especificamente para 

este estudo, uma porção da fração celular foi fixada em for-

mol tamponado 4% (v/v) (AppliChem, Barcelona, Espanha), 

durante aproximadamente 1 hora, à temperatura ambiente e 

com agitação. De seguida, a porção celular foi ressuspendida 

em HistogelTM aquecido e liquefeito (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA) e rapidamente centrifugada a 3000 rpm, 

durante 1 minuto, à temperatura ambiente, ficando a solidi-

ficar durante 30 minutos a 4º C. O cone de HistogelTM com o 

pellet de células foi colocado numa cassete histológica, seguin-

do para o processamento histológico standard, inclusão em 

parafina e corte histológico.

Imunocitoquímica 

A imunocitoquímica foi realizada conforme descrito previa-

mente noutra publicação.13 Resumidamente, após a despara-

finação e hidratação, foi realizada a recuperação antigénica 

através do calor (98° C) com uma solução de tampão citrato 

(1:100 a pH 6,0; ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) 

ou ácido etilenodiaminotetracético (EDTA; 1 :100; ThermoFi-

sher Scientific, Waltham, MA, EUA). A atividade da peroxidase 

endógena foi bloqueada por uma solução de peróxido de hi-

drogénio a 3% (v/v) (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, 

EUA). De seguida, as lâminas foram incubadas com anticorpos 

monoclonais específicos para detetar as proteínas mucina 16 

(MUC16; 1:60, M11, Dako, Santa Clara, CA, EUA), mesote-

lina (MSLN; 1:50, SP74, ThermoFisher Scientific, Waltham, 

Figura 2. Esquema representativo do processamento e 
armazenamento das ascites e as possíveis utilidades das frações 
celulares e acelulares. ICQ – Imunocitoquímica. 
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SOX2, respetivamente, mas foi negativa para o CD44v6 e a P 

-gp (Figura 3 e 4). Os perfis de expressão destes biomarca-

dores são variados, mas observa-se uma tendência para um 

aumento da positividade em pacientes após QT.

Discussão 

Neste trabalho pretendemos chamar a atenção para a utili-

dade clínica do líquido ascítico no CO, principalmente no 

contexto após QT. O procedimento atual de descarte destes 

líquidos deverá ser reavaliado, equacionando-se a pertinência 

da avaliação da expressão de marcadores associados com a re-

sistência à QT através da técnica de imunocitoquímica e/ou 

outras técnicas de biologia molecular. A baixa celularidade ao 

nível das populações tumorais presentes nas ascites tem vindo 

a ser descrita como a principal desvantagem do seu estudo.19 

Atualmente, relativamente a efusões serosas para diagnóstico, 

são aceites que sejam estudados entre 50 e 75 ml de fluídos 

para diminuir o potencial de resultados falso-negativos.20 No 

entanto, é importante refletir sobre esta técnica de processa-

mento dos líquidos ascíticos, sendo avaliada a importância de 

processar/centrifugar o volume total do líquido drenado para 

que se possa obter o máximo de rendimento. Esta reflexão 

poderá também ser feita noutros modelos tumorais cujo pro-

cesso de metastização se associa a ascite, por exemplo, cancro 

gástrico difuso, cancro pancreático, entre outros. A maximiza-

ção da celularidade deste tipo de amostras possibilitará a pre-

servação destas células nos biobancos nacionais, permitindo 

vários estudos ao longo do decurso da doença.

Os nossos resultados relativamente à expressão da MUC16 e 

MSLN demonstraram elevada expressão membranar para to-

3/8 das amostras obtidas após QT, foi observada uma expres-

são baixa/moderada (2/8) e alta (1/8) do SOX2 (Figura 3). A 

expressão do CD44v6, outro marcador de células estaminais 

habitualmente presente na população inicial do CO e asso-

ciado à metastização13, foi frequentemente negativa (7/8) ou 

baixa/moderada (1/8) em amostras obtidas antes da QT. No 

entanto, o número de casos com expressão de CD44v6 au-

mentou nas amostras obtidas após a QT (3/8) (Figura 3). 

A expressão da P-gp, uma bomba de efluxo transmembranar 

que impede a captação de drogas antineoplásicas18 foi variá-

vel. Em todas as amostras obtidas ao diagnóstico, a expressão 

da P-gp foi negativa (8/8), mas nas amostras obtidas após QT 

foi observado um aumento de expressão (3/8 amostras posi-

tivas) (Figura 3).

Na Figura 4, apresentamos imagens representativas para a 

expressão de MUC16, MSLN, ALDH1, SOX2, CD44v6 e P-gp 

de amostras de pacientes obtida antes (HGSC5.1) e após 

(HGSC5.2, HGSC9.1 e HGSC12) tratamento com QT, que 

apresentam diferentes perfis de expressão. Em todas as amos-

tras obteve-se elevada expressão das glicoproteínas MUC16 e 

a MSLN, independente de serem obtidas antes ou após QT. 

Na amostra HGSC5.1, obtida de uma paciente antes da QT, 

observou-se negatividade para a ALDH1, o SOX2, o CD44v6 

e a P-gp (Figura 3 e 4). Para a mesma paciente, mas após QT 

(HGSC5.2), manteve-se a ausência de expressão para a ALDH1, 

SOX2 e P-gp, mas foi registado o aparecimento de uma ex-

pressão moderada (26 – 50% de células tumorais marcadas) de 

CD44v6 (Figura 3 e 4). Na amostra HGSC9.1, obtida de uma 

paciente após QT, observou-se uma baixa/moderada expres-

são (cerca de 11 – 25% das células tumorais marcadas) para 

a ALDH1 e a P-gp; e negatividade para o SOX2 e o CD44v6 

(Figura 3 e 4). Por outro lado, a amostra HGCS12, também 

obtida após QT, apresentou uma elevada expressão (51 – 75% 

e 76 – 100% de células tumorais marcadas) para a ALDH1 e o 

Figura 3. Mapa de calor demostrando a percentagem de células 
tumorais marcadas para MUC16, MSLN, ALDH1, SOX2, CD44v6 
e P-gp em ascites de pacientes com cancro do ovário obtidas antes 
(n=8) e após (n=8) os tratamentos com quimioterapia. 

Figura 4. Imagens representativas das expressões para a MSLN, 
MUC16, ALDH1, SOX2, CD44v6 e P-gp, em amostras obtidas antes 
da quimioterapia, nomeadamente a paciente HGSC5.1 e amostras 
obtidas após quimioterapia, designadamente as pacientes HGSC5.2, 
HGSC9.1 e HGSC12. Nas amostras destas pacientes podemos observar 
diferentes perfis de expressão para os biomarcadores estudados. 
Todas as imagens foram obtidas num microscópio de campo claro 
Leica DM2000 LED (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha), numa 
ampliação de 400x. A escala representa 100 μm. 
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das as amostras, o que está de acordo com as evidências pu-

blicadas.16,21 Neste estudo, foram avaliadas as expressões de al-

guns marcadores associados com estaminalidade e resistência 

à QT (SOX2, ALDH1, CD44v6 e P-gp) em apenas 16 amostras. 

No entanto, salientamos que será importante avaliar a expres-

são de outros biomarcadores preditivos da resistência à QT, 

por exemplo, o RAD5122,23 e CTR124,25, e aumentar a coorte de 

pacientes para que os resultados obtidos sejam validados. A 

expressão de SOX2 e ALDH1 foi descrita em células de carci-

noma seroso de alto grau com maior capacidade tumorigénica 

e de invasão, e foram correlacionados com a quimiorresistên-

cia e pior prognóstico.26-28 Os nossos resultados mostram que 

a expressão destes dois biomarcadores, e também do CD44v6, 

foi mais elevada em amostras obtidas após QT em comparação 

com as amostras obtidas ao diagnóstico. A P-gp é frequente-

mente expressa por células de várias neoplasias, incluindo car-

cinomas do ovário e foi correlacionada com um fenótipo de 

multirresistência29 e com pior prognóstico30. Os nossos resul-

tados mostram que a P-gp está mais frequentemente expressa 

em amostras após QT em comparação com amostras obtidas 

antes do tratamento com QT. Algumas amostras apresentam 

expressão destes marcadores associados à resistência à QT ao 

diagnóstico. Estes diferentes fenótipos antes da QT revelam 

uma heterogeneidade tumoral que, nestes casos, pode estar 

associada com a resistência intrínseca.31 Assim, tanto em 

amostras obtidas antes como após QT, o estudo imunocito-

químico da componente celular dos líquidos ascíticos permite 

uma caracterização fenotípica dos diferentes perfis tumorais 

de resistência e obter informações que poderão ter utilidade 

na prática clínica.  

Conclusão

Os resultados deste estudo são indicadores do potencial da 

avaliação de marcadores estaminais ou associados com a re-

sistência à QT nos líquidos ascíticos drenados de pacientes 

durante o percurso da doença, revelando uma nova utili-

dade clínica das ascites no CO. A centrifugação do volume 

total das amostras permitiu um elevado rendimento a nível 

de celularidade, possibilitando o estudo imunocitoquímico 

com vários biomarcadores. Nestas amostras citológicas, obser-

vamos agrupamentos de células tumorais com expressão de 

duas glicoproteínas (MUC16 e MSLN) tipicamente expressas 

nos tumores sólidos. A expressão de marcadores de células 

estaminais de cancro e/ou marcadores de quimiorresistência 

foi mais frequentemente observada em amostras após QT em 

comparação com amostras obtidas antes da QT. Estes resulta-

dos destacam a importância da avaliação do material celular 

presente nas ascites, constituindo uma oportunidade única 

para realizar estudos longitudinais em contextos tumorais 

onde a obtenção de amostras biológicas do tumor (biópsias) é 

difícil ou não é clinicamente possível.
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