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INTRODUZIONE  

 

Il carcinoma dell’endometrio costituisce attualmente la 

neoplasia emergente nel mondo occidentale,rappresentando 

l’8-10% di tutte le neoplasie femminili. Parallelamente si è 

osservata una diminuzione del carcinoma invasivo della 

cervice, tanto che in molti paesi industrializzati la frequenza 

delle suddette neoplasie mostra una tendenza a divenire 

sovrapponibile. In Italia, l’incidenza del carcinoma 

emdometriale è pari al 5-6% dei tumori femminili con circa 

4000 nuovi casi annui. 

Anche i tassi di mortalità più recenti mostrano significative 

variazioni : negli Stati Uniti nel 1998 sono stati registrati 

36100 nuovi casi con 6300 decessi attribuiti al carcinoma 

dell’endometrio. Se si paragonano questi dati con quelli del 

decennio precedente, se ne evince che, a quasi parità di 

incidenza , le morti sono più che duplicate (2900 decessi 

registrati nel 1987). Ciò obbliga a considerare più criticamente 

la nostra condotta clinica in termini di screening, diagnosi, 
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staging e protocolli terapeutici.Uno screening per il carcinoma 

dell’endometrio non è di nessun provato vantaggio. 

Il Pap-test non è utilizzabile; va osservato tuttavia che la 

presenza di cellule endometriali nel Pap-test di una donna in 

post menopausa che non faccia uso di terapia sostitutiva, 

rappresenta un evento del tutto anomalo che richiede 

accertamenti ulteriori. 
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Carcinoma dell’endometrio: aspetti generali  

Oggi, il carcinoma dell’endometrio è per frequenza al settimo 

posto tra tutte le neoplasie del mondo dopo la mammella, cervice, 

colon-retto, polmone, stomaco e ovaio.(1)  Nei paesi occidentali il 

carcinoma dell’endometrio si riscontra più frequentemente in età 

post-menopausale, con incidenza massima tra i 55 ed i 65 anni. 

Tuttavia il 30% dei casi viene diagnosticato prima della 

menopausa e il 5% prima  dei 40 anni.(2) 

Mentre il  tasso di mortalità ha avuto un decremento di circa il 

60% a partire dagli anni ’50, l’incidenza ha mostrato un marcato 

incremento all’inizio degli anni ’70. A partire dagli anni ’80 tale 

incidenza è rimasta stabile.(2) Tale dato può essere messo in 

relazione all’aumento dell’età media  della popolazione  dei paesi 

sviluppati che  ha condotto ad un notevole incremento di nuovi 

casi e di morti  per carcinoma dell’endometrio ogni anno. 

Esiste comunque  una notevole differenza in termini di incidenza 

tra i vari paesi. Un alto tasso si osserva nei paesi ad elevato tenore 

di vita  quali Europa,  Regno Unito, USA, Canada, Nuova Zelanda 

e Australia. Un tasso considerevolmente basso si osserva invece in 

Africa, Sud America e Asia. C’è inoltre differenza nell’ambito 

dello stesso gruppo razziale che vive in regioni diverse. Il tasso  di 

incidenza, ad esempio, nelle donne bianche ed in quelle asiatiche 
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che vivono negli USA è molto più alto rispetto alle donne della 

stessa razza che però vive in altri paesi.(2) Le differenze razziali e 

geografiche suggeriscono che l’insorgenza del carcinoma 

dell’endometrio è influenzata  dal patrimonio genetico e dai fattori  

ambientali. 

Cullen nel 1900, fu il primo che descrisse l’associazione tra 

iperplasia endometriale e carcinoma e da allora, numerosi studi 

hanno confermato questa relazione.  

Evidenze istopatologiche  e molecolari suggeriscono l’esistenza di 

due diversi tipi di carcinoma dell’endometrio. 

Un primo  tipo, più frequente, generalmente  conseguente ad 

iperplasia endometriale, (3,4) interessa donne relativamente più 

giovani, con le caratteristiche stigmate dell’iperestrogenismo 

(Tabella 1); nella maggior parte dei casi  presenta un istotipo 

favorevole (adenocarcinoma endometrioide) (Tabella2).  
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Tabella 1: Classificazione dell’ iperplasia endometriale 
 
Tipo di iperplasia Progressione al carcinoma 

(%) 
Semplice (cistica senza atipie) 1 
Complessa (adenomatosa senza 
atipie) 

3 

Atipica 
• Semplice (cistica con atipica) 
• Complessa (adenomatosa 

con atipica) 

 
8 
29 

 

Un secondo tipo,invece, generalmente associato ad endometrio 

atrofico, interessa donne di età più avanzata e presenta istotipi più 

aggressivi (siero-papillare, a cellule chiare, carcinoma 

adenosquamoso) (Tabella 2).(4) 

 

Tabella 2: Classificazione Istologica del Carcinoma Endometriale 

Adenocarcinoma Endometrioide (75-80%)  

Carcinoma Siero-Papillare (<10%) 

Carcinoma a cellule chiare (4%) 

Carcinoma Mucinoso (1%) 

Carcinoma squamoso (<1%) 

Carcinoma misto (10%) 
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L’adenocarcinoma  endometrioide è l’istotipo più frequente. Per lo 

più si riscontra in forme abbastanza ben differenziate, con 

ghiandole tubulari rivestite da cellule stratificate contenenti scarsa 

mucina. Nei casi più differenziati questa forma è distinguibile con 

difficoltà dalla iperplasia endometriale atipica severa. I caratteri di 

elevata differenziazione e la morfologia delle papille ( variante 

villoghiandolare) permettono di distinguere questa variante a 

buona prognosi dal carcinoma siero-papillifero che è a prognosi 

nettamente più sfavorevole. Nella variante secretiva nel 

citoplasma delle cellule sono presenti vacuoli ripieni di una 

sostanza ricca di glicogeno, simili a quelli che si riscontrano nelle 

cellule endometriali nella fase secretiva del ciclo mestruale. Tale 

variante è per lo più a prognosi favorevole, è particolarmente 

frequente nelle donne più giovani e va distinta dal carcinoma a 

cellule chiare che ha prognosi più infausta. 

La variante a cellule ciliate  è piuttosto rara e grossolanamente 

non differisce da un comune carcinoma endometriale di tipo 

endometrioide. Essa viene per lo più rilevata in donne che hanno 

fatto uso in precedenza di estrogeni, ed è a prognosi favorevole. 

Per quanto riguarda la variante con differenziazione squamosa  

(carcinoma adenosquamoso), va precisato che aree di 

differenziazione squamosa sono reperibili in circa il 25% dei casi. 
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Essa non va confusa con il carcinoma endometriale a cellule 

squamose, che è caratteristico dell’età senile, a comportamento 

aggressivo e prognosi molto sfavorevole. 

L’adenocarcinoma mucinoso presenta molti punti di somiglianza 

con il carcinoma mucinoso dell’ovaio e dell’endocervice. Questo 

tumore si differenzia da quello a cellule chiare e 

dall’endometrioide secretivo  perché è molto più ricco di mucina e 

più povero di glicogeno. Mentre è molto raro come forma pura di 

carcinoma endometriale, è piuttosto frequente (5% del totale dei 

casi) come aspetto istologico dominante. La sua prognosi non 

differisce da quella dell’adenocarcinoma endometrioide. 

Il carcinoma sieroso segue per frequenza l’istotipo endometrioide 

con le sue varianti: costituisce infatti il 10% del totale dei 

carcinomi endometriali e si riscontra soprattutto in età avanzata, in 

donne in post menopausa che non presentano un clima 

iperestrogenico, in genere magre e pluripare. La diagnosi viene 

effettuata spesso in stadi avanzati. La neoplasia presenta 

un’architettura papillifera  (carcinoma  siero-papillifero) con 

cellule fortemente atipiche e pleiomorfe che rivestono un ampio 

peduncolo vascolare. Il carcinoma sieroso assume di solito un 

aspetto vegetante e tende ad infiltrare il miometrio precocemente e 

ad invadere gli spazi linfovascolari. Il che rende ragione della 
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prognosi estremamente sfavorevole, anche per i casi nei quali, 

almeno inizialmente, il tumore è confinato in una formazione 

polipoide. Nell’aspetto istologico, questa neoplasia ricorda gli 

omonimi carcinomi ovarici con presenza di corpi psammomatosi. 

Il carcinoma a cellule chiare è piuttosto raro (1-5%), di origine 

paramesinefrica piuttosto che paramesonefrica , del tutto simile 

istologicamente all’adenocarcinoma a cellule chiare dell’ovaio, ma 

anche a quello della cervice e della vagina. Questa neoplasia 

presenta in genere un elevato grado di atipie e tende ad invadere 

precocemente gli spazi linfoghiandolari, per cui ha prognosi 

estremamente sfavorevole. 

Il carcinoma squamoso è molto raro (2-7%) ed è caratteristico 

dell’età senile avanzata. E’dotato di malignità molto elevata ed è 

spesso associato a stenosi cervicale, espressione forse di 

metaplasma squamosa tipica dell’epitelio cilindrico endocervicale. 

L’istotipo indifferenziato comprende un piccolo gruppo di 

neoplasie la cui differenziazione è così scarsa da non consentire 

l’inquadramento in nessuno degli istotipi precedentemente 

descritti. 

I carcinomi di tipo misto sono caratterizzati dalla presenza di 

almeno due tipi cellulari, ciascuno dei quali deve rappresentare più 

del 10% della neoplasia. E’probabile che la prognosi dipenda dalla 
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componente meno favorevole, anche se ciò non è stato ancora 

provato con certezza. 

La differenziazione dell’adenocarcinoma dell’endometrio è 

valutata in tre gradi istopatologici: 

• Grado1(G1) : ben differenziato con il 95% o più di struttura 

ghiandolari e/o papillari. 

• Grado2(G2) : moderatamente differenziato. 

• Grado3(G3) : con aree solide superiori al 50% o 

completamente indifferenziato.  

Il grado di differenziazione correla con l’infiltrazione 

miometriale: più il tumore è indifferenziato, maggiormente 

infiltra la parete uterina. 

E’ chiaro che lo stile di vita  ed i fattori endocrini rappresentano 

fattori di rischio solo per  il primo tipo ma non per il secondo, per 

il quale l’unico fattore di rischio importante  sembra essere l’età 

avanzata.(3,4) 

 I fattori di rischio per cancro dell’endometrio sono riassunti nella 

Tabella 3. 
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Tabella 3: Fattori di rischio per il Carcinoma Endometriale 

Età 

Menarca precoce 

Menopausa tardiva 

Nulliparità 

Infertilità 

Irregolarità mestruali (menorragia, menometrorragia) 

Anovularietà cronica 

Disfunzione ovarica (PCOS) 

Esposizione sbilanciata ad estrogeni esogeni 

Terapia con tamoxifene 

Tumori della teca e della granulosa 

Anamnesi positiva per Ca mammario (BRCA1/BRCA2) o del 

colon (HNPCC) 

Obesità 

Diabete mellito 

Ipertensione arteriosa con o senza coronaropatie 

Fumo 

 

Molti studi hanno dimostrato che l’età precoce del menarca ed una 

età tardiva della menopausa così come le anomalie del ciclo sono 

positivamente correlati  con il rischio di insorgenza di carcinoma 

endometriale. 

La nulliparità  aumenta il rischio di carcinoma endometriale di due 

–tre volte e tale rischio, invece, diminuisce con l’aumentare del 
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numero di figli.(7) Inoltre condizioni associate ad infertilità ed in 

particolare la  PCOS, possono predisporre al carcinoma 

dell’endometrio.(8,9) 

Il ruolo della terapia ormonale sostitutiva nella patogenesi del 

cancro dell’endometrio è controverso. I primi casi di donne con 

carcinoma dell’endometrio che praticavano terapia ormonale 

sostitutiva con estrogeni risalgono agli inizi degli anni ’60.(10) Da 

allora, quasi tutti gli studi caso-controllo e di coorte hanno 

dimostrato una stretta correlazione tra terapia ormonale sostitutiva 

e carcinoma dell’endometrio. 

Una metanalisi che combinava sia studi caso-controllo che di 

coorte ha dimostrato un rischio relativo di carcinoma 

dell’endometrio di 2.3 (95% intervallo di confidenza 2.1- 2.5) in 

donne che avevano sempre assunto estrogeni rispetto a donne che 

non ne avevano mai assunto .(11) 

 Tale rischio inoltre aumenta  con la durata dell’assunzione di 

estrogeni.(12) 

In sintesi, il rischio relativo stimato suggerisce un aumento del 

rischio di carcinoma dell’endometrio di circa il 40% se la terapia 

estrogenica viene effettuata per un anno, o meno; al contrario, tale 

rischio aumenta fino a 10 volte dopo dieci o più anni di 

terapia.(11) 
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Il rischio, inoltre, aumenta con l’aumento della dose di estrogeni : 

un aumento solo moderato del rischio è stato osservato, infatti, in 

donne che assumevano basse dosi di estrogeni (per esempio 0,3 

mg /die ).(13) 

 Tuttavia, alcuni studi dimostrano che l’entità del rischio 

diminuisce dopo la sospensione della terapia estrogenica,(14) pur 

persistendo per alcuni anni .(15) 

I dati suggeriscono infatti che il rischio di carcinoma 

dell’endometrio rimane ancora moderatamente elevato anche dopo 

2-5 anni dalla sospensione dela terapia estrogenica.(11) 

La somministrazione ciclica di progesterone (a partire dal 10° 

giorno di ogni ciclo di trattamento) sembra ridurre la continua 

stimolazione mitotica dell’endometrio indotta dalla sola 

somministrazione di estrogeni. 

Il progesterone   infatti antagonizza gli effetti degli estrogeni 

riducendo i recettori estrogenici e aumentando  l’attività degli 

enzimi che metabolizzano l’estradiolo in metaboliti meno 

potenti.(16) Un recente studio randomizzato controllato su 47 

donne in trattamento combinato con estrogeni e progesterone  ha 

dimostrato che il rischio di carcinoma dell’endometrio non 

aumenta,almeno apparentemente .(17) 
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Il fatto che l’uso di contraccettivo orali (estrogeni più 

progestinico) riduca il rischio di carcinoma dell’endometrio  è 

stato ampiamente dimostrato.(7,18) 

L’uso a lungo termine di contraccettivi orali combinati sembra 

ridurre ulteriormente questo rischio (18), e l’effetto protettivo dura 

per 20 o più anni dopo la sospensione (18) . I risultati di alcuni 

studi,(18)  suggeriscono che l’effetto protettivo dei contraccettivi 

orali è indipendente dal dosaggio di progestinico .(19) 

Il rischio, infatti, è simile a prescindere che il contenuto di 

progestinico sia alto o basso.(20) 

Molti studi hanno dimostrato che una massa corporea elevata, e 

l’obesità in particolare, è correlata ad un incremento del rischio di 

carcinoma endometriale .(21) 

Il rischio relativo associato con l’obesità è compreso in un range di 

2 – 10. 

E’ stato anche dimostrato che  la distribuzione centrale del grasso 

corporeo è più importante del grasso periferico e che il rischio 

aumenta significativamente con l’aumentare delle misure di 

adiposità centrale, dopo aver corretto per la BMI.(22) E’stato 

altresì suggerito che l’associazione tra una massa corporea elevata 

ed il cancro endometriale è maggiore nelle donne in 

postmenopausa .(23) 
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L’associazione con l’obesità è biologicamente plausibile.  Infatti 

donne obese in postmenopausa, rispetto a donne   magre, 

presentano elevati livelli endogeni di estrogeni a causa 

dell’aromatizzazione a livello del tessuto adiposo degli androgeni 

surrenalici (androstenedione), la cui produzione è ulteriormente 

stimolata da una condizione di iperinsulinemia, frequentemente 

presente in questi soggetti.(25) 

 L’obesità è inoltre associata con ridotti livelli di sex 

hormone.binding globulin( SHBG),(26) determinando un aumento 

della quota di estrogeni disponibili. 

Diversi studi hanno dimostrato che donne che hanno sempre 

fumato hanno un rischio ridotto di carcinoma dell’endometrio 

(27,28) , sebbene questo dato riguardi esclusivamente le donne in 

postmenopausa (28,29) . 

Il rischio relativo associato alle donne che hanno sempre fumato è 

compreso tra 0.2-0.9. Non vi sono dati definitivi derivanti dal 

confronto tra fumatrici ed ex-fumatrici (30) . Gli effetti protettivi 

del fumo sono direttamente correlati al numero di sigarette fumate 

e agli anni.(28) 

La riduzione del rischio di carcinoma dell’endometrio 

dimostrerebbe l’attività antiestrogenica del fumo. A conferma di 

ciò vi sono dati che mostrano che nelle donne fumatrici l’età della 
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menopausa è più precoce e che il rischio di osteoporosi e di 

frattura dell’anca è più elevato.(31)  

Inoltre è stato dimostrato che il fumo di sigaretta influenza anche 

l’associazione di altri fattori di rischio per il carcinoma 

dell’endometrio come ad esempio l’uso di estrogeni nelle donne 

obese.(32,33) 

Una dieta  ricca in grassi e povera di carboidrati complessi e fibre 

è associata ad un aumentato rischio di carcinoma 

dell’endometrio.(21) E’ stato dimostrato che nonostante questi tipi 

di dieta siano associati  con un’elevata massa corporea, 

l’associazione persiste anche dopo aver corretto per  la BMI ed 

altri fattori di rischio. (21) Al contrario una dieta ricca in frutta e 

verdure o ricca in carotene è associata ad un significativo 

decremento del rischio di carcinoma dell’endometrio.(21,34) 

Un elevato consumo di alcool  appare correlato ad un incremento 

dei livelli di estrogeni (35) ,  anche se non vi sono risultati che 

mostrano un’associazione tra consumo di alcool e carcinoma 

dell’endometrio (34,36,37,38) . 

  Un’intensa attività fisica riduce i livelli sierici di estrogeni (39) . 

Alcuni studi hanno dimostrato che la vita sedentaria aumenta il 

rischio di  carcinoma dell’endometrio anche dopo aver corretto per 

la BMI e l’introito calorico (37,40) . 
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La forma meglio documentata di carcinoma endometriale 

familiare si manifesta come parte della sindrome di Lynch II, che 

identifica un sottogruppo di carcinomi colon-rettali non polipoidi 

ereditari, nella quale il carcinoma del colon-retto, dell’endometrio, 

della mammella e delle ovaie sono ereditati in maniera autosomica 

dominante. Le basi molecolari di questa sindrome sono 

rappresentate da mutazioni  a carico dei geni (MSH2, Mlh1) 

deputati alla riparazione dei danni a carico del DNA cellulare. Le 

donne appartenenti a famiglie nelle quali si riscontra questa 

sindrome presentano nel corso della loro vita un  aumento del 

rischio di sviluppare un carcinoma dell’endometrio del 20-

30%.(41) 

Inizialmente utilizzato come terapia palliativa negli stadi avanzati, 

il tamoxifene oggi rappresenta il più importante farmaco ormonale 

per il trattamento del carcinoma della mammella a tutti gli stadi. 

Nel 1996 l’American College of Obstetricians and Gynecologists 

ha stabilito che l’uso del tamoxifene aumenta il RR di carcinoma  

dell’endometrio e che questo aumento è dose e durata 

dipendente.(42) 

Il carcinoma endometriale può insorgere in qualsiasi punto della 

cavità uterina e microscopicamente può presentarsi sotto due 

forme:  circoscritto e  diffusa.(48) 
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La forma circoscritta appare di solito come una formazione 

polipoide, più raramente come un’ulcerazione o un rilievo 

nodulare limitato ad una precisa area endometriale. Questa 

proliferazione, a differenza dei polipi endometriali benigni, è 

irregolare, friabile con aspetti necrotici e / o emorragici spesso 

molto accentuati. 

 

Fig.1: Esame macroscopico di utero con neoplasia endometriale 

La forma diffusa può arrivare ad occupare l’intera cavità uterina, 

può rappresentare l’espansione della diffusione locale di una 

forma inizialmente localizzata al terzo superiore della cavità 

uterina per lo più sul fondo, oppure essere legata ad un’origine 

multicentrica del tumore. 
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Dal punto di vista macroscopico, l’utero, di solito, presenta un 

volume aumentato ed una consistenza diminuita, ma può essere 

anche del tutto normale. Spesso, associato al carcinoma 

endometriale, si possono riscontrare altre patologie: miomi, 

adenomiosi, endometriosi pelvica. 

La diffusione del carcinoma endometriale avviene 

prevalentemente per estensione diretta, verso il miometrio e verso 

il canale cervicale.  

Data la lenta crescita del tumore, è rara l’estensione agli altri 

organi pelvici (vescica, retto), mentre non è infrequente 

l’interessamento metastatico alle ovaie che principalmente avviene 

attraverso il drenaggio linfatico della parete tubarica o 

direttamente, per colonizzazione in tale sede, di cellule 

neoplastiche esfoliate dal tumore e disseminate attraverso il lume 

tubarico.  

Il grado di infiltrazione miometriale costituisce uno degli elementi 

più importanti nel condizionare la prognosi. Con il progredire 

dell’infiltrazione neoplastica verso la sierosa del viscere si è 

evidenziata, infatti, sia una parallela riduzione della sopravvivenza 

al quinto anno sia una maggiore incidenza di metastasi linfonodali. 
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Ciò rende necessaria una precisa definizione del grado di 

infiltrazione miometriale al fine di progammare, nei casi a rischio, 

una terapia adiuvante. 

L’estensione diretta al canale cervicale rappresenta una via di 

diffusione relativamente frequente (circa il 20% dei casi). Essa 

assume un ruolo prognostico sfavorevole in quanto può 

condizionare : 

• La diffusione attraverso la ricca rete linfatica propria della 

cervice uterina. 

• La diffusione, per via linfatica o per estensione diretta, alle 

strutture parametriali. 

• La diffusione vaginale. 

Il drenaggio linfatico del corpo dell’utero avviene primariamente 

lungo il decorso dei vasi ovarici; ciò spiega come le sedi 

metastatiche più frequenti siano a livello iliaco esterno, aortico, 

cavale, lombare. 

I vasi linfatici, così come avviene per il sistema ematico, 

costituiscono delle reti anastomotiche tra i due segmenti uterini, 

superiore e inferiore, per cui neoplasie a sede o con estensione 

bassa possono dare ripetizioni linfonodali anche attraverso la rete 

paracervicale. Da segnalare inoltre la possibile via di diffusione ai 



 22

linfatici inguinali attraverso i vasi decorrenti nel legamento 

rotondo.  

La disseminazione per via ematogena, al contrario, è rara ed è ad 

appannaggio quasi esclusivo di stadi avanzati di malattia. Gli 

organi più frequentemente colpiti in tale evenienza sono: fegato, 

polmoni, ossa e cervello. 

L’importanza della determinazione della effettiva estensione della 

neoplasia ai fini di una pianificazione terapeutica ottimale ha 

indotto  la Federazione Internazionale di Ginecologia e Ostetricia 

(FIGO) (52)  a introdurre nel 1988 una nuova  procedura di 

stadiazione chirurgica del carcinoma dell’endometrio, in 

sostituzione della modalità di stadiazione clinico-strumentale in 

uso, la cui adeguatezza è stata d’altra parte ampiamente  

dimostrata. 
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Tabella 4: Stadiazione Chirurgica FIGO per il Cancro Endometriale, 

1988 

 

 

 

 

 

 

Stadio         Descrizione  

Stadio I: il carcinoma è confinato al corpo luteo, incluso l’istmo 

Ia                    Tumore limitato all’endometrio  

Ib                   Invasione di meno della metà dello spessore endometriale  

Ic                   Invasione oltre la metà dello spessore miometriale 

 

Stadio II: il carcinoma ha coinvolto il corpo e la cervice ma non è esteso fuori dall’utero 

IIa                 Coinvolgimento solo delle ghiandole cervicali 

IIb                Invasione dello stroma della cervice 

 

Stadio III: il carcinoma è esteso fuori dall’utero ma è confinato alla pelvi 

IIIa             Il tumore invade la sierosa e/o gli annessi e/o citologia peritoneale positiva  

IIIb            Metastasi vaginali 

IIIc            Metastasi ai linfonodi pelvici e/o para-aortici 

 

Stadio IV: il carcinoma ha interessato la mucosa della vescica o del retto o ha metastasi 

a disatanza 

IVa            Invasione tumorale della mucosa vescicolare e/o dell’intestino 

IVb           Metastasi a distanza incluse quelle intra-addominali e/o ai linfonodi inguinali  
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Secondo l’American College of Obstetricians and Gynecologist, 

allo stato attuale, non vi sono indagini diagnostiche non invasive, 

sufficientemente sensibili e specifiche, da utilizzare per lo 

screening di pazienti con carcinoma endometriale asintomatico. 

Tuttavia è possibile identificare una popolazione maggiormente a 

rischio da sottoporre a prevenzione secondaria, anche se nel 50% 

dei casi il tumore insorge in pazienti senza apparenti fattori di 

rischio. 

La citologia cervico-vaginale ha una bassa sensibilità per la 

diagnosi di neoplasie dell’endometrio.La sua attendibilità varia, 

secondo le diverse casistiche, dal 20 al 60%. Il  riscontro di cellule 

endometriali normali nel Pap-test di donne in postmenopausa è 

nella maggioranza dei casi senza significato clinico .(47) 

La valutazione citologica endometriale non trova indicazione nella 

paziente asintomatica. Sono state introdotte diverse metodiche di 

prelievo citologico endometriale, per ridurre i fallimenti. Lo Jet-

wash consiste in un lavaggio della cavità endometriale e quindi in 

un esame delle cellule asportate; l’endocyte si basa su un’asta di 

plastica, con due alette, che ruotata raccoglie le cellule della cavità 

endometriale. L’accuratezza diagnostica per la malignità è elevata 

(70-90%), ma non ancora sufficiente per individuare i cosiddetti 

precursori della neoplasia endometriale come le iperplasie (65%). 
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Prima dell’introduzione dell’isteroscopia, l’accertamento 

diagnostico si basava sull’esame istologico del materiale asportato 

con il curettage della cavità uterina o con prelievo con cannula di 

Novak. 

Entrambe le metodiche sono eseguite a “cielo coperto”e quindi in 

entrambi i casi possono sfuggire lesioni focali; in più il curettage è 

gravato da un’incidenza di falsi negativi che oscilla tra il 10 ed il 

20% mentre il prelievo con cannula di Novak ha una bassa 

sensibilità per la iperplasia atipica (64%). 

L’isteroscopia consente una visione panoramica del canale 

cervicale e della cavità endometriale; permette di valutare la 

topografia e l’estensione della lesione, e quindi la visualizzazione 

di lesioni focali che con le precedenti tecniche potevano sfuggire. 

Offre  quindi la possibilità di eseguire una biopsia mirata oltre che 

un’adeguata valutazione del canale cervicale , rappresentando 

attualmente la metodica di prima scelta in pazienti con sospetto 

ecografico di neoplasia uterina. 

L’ecografia rappresenta l’indagine di prima scelta nella 

diagnostica delle perdite ematiche anormali, consentendo uno 

studio accurato della rima endometriale. 

In postmenopausa  il rilievo  di un endometrio ispessito può essere 

riscontrato in presenza di polipi, iperplasia endometriale e 
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carcinomi del corpo dell’utero. Se lo spessore dell’endometrio e < 

4mm, il rischio di iperplasia è minimo e non dovrebbero essere 

praticate indagini invasive; il rischio infatti di falsi negativi, in 

base a questo limite, è inferiore all’1%. Tale metodica quindi, 

deve essere utilizzata per selezionare le pazienti da sottoporre ad 

una diagnostica di secondo livello. 

Nelle pazienti sintomatiche in postmenopausa, l’esame ecografico 

da solo non può sostituire l’isteroscopia poiché vi è la possibilità 

che la neoplasia insorga su endometrio atrofico. 

L’ecografia transvaginale svolge anche un ruolo significativo nella 

valutazione della invasione del miometrio, raggiungendo 

un’accuratezza diagnostica dell’87%. 

La valutazione preoperatoria dell’infiltrazione miometriale, 

dell’invasione cervicale e dell’eventuale interessamento 

linfonodale nel carcinoma dell’endometrio svolge un ruolo 

importante per un corretto approccio chirurgico. 

La validità della RMN nella diagnostica del carcinoma 

dell’endometrio rispetto alla valutazione ultrasonografica ed alla 

Tc è ormai consolidata; in particolare quest’ultima metodica non 

sembra mostrare la stessa affidabilità nella valutazione 

dell’infiltrazione miometriale, soprattutto nelle pazienti più 

anziane con miometrio  atrofico. 
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Attualmente non vi sono marcatori tumorali sierici trasferibili 

nella pratica clinica che ci consentano una diagnosi precoce. 

I livelli di CA 125 sierico sembrano essere significativamente 

elevati in pazienti con linfonodi positivi o infiltrazione 

miometriale profonda. Nel follow -up un aumento di tale 

marcatore potrebbe essere indice di ripresa di malattia in 

particolare negli istotipi siero- papilliferi. Tuttavia livelli elevati di 

CA125 possono riscontrarsi anche in pazienti sottoposte a 

radioterapia senza presenza di recidive. 
 

Carcinoma dell’endometrio: Fattori etiopatogenetici 

  

 Per quanto riguarda il meccanismo etiopatogenetico che provoca 

la serie di trasformazioni che portano in ultima analisi al 

carcinoma dell’endometrio, è noto che una prevalenza estrogenica 

a livello endometriale determina un aumento dell’attività mitotica 

che,a sua volta, rende più probabili mutazioni cancerose 

(attivazione di oncogeni, in attivazione di geni tumore- 

soppressori), responsabili alla fine della trasformazione maligna 

dell’endometrio. In questo senso gli estrogeni sembrano agire più 

promuovendo la formazione del tumore che non come carcinogeni 

in senso stretto. 
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Di recente (43) è stato ipotizzato che l’estradiolo esplichi oltre ad 

una attività mitotica, anche una debole azione in senso 

carcinogeno e mutageno capace di indurre lesioni genetiche a 

bassa frequenza. Secondo questa ipotesi le alterazioni tumorali 

iniziali potrebbero essere provocate dalla conversione metabolica 

dell’estradiolo a 4 idrossi estradiolo che verrebbe successivamente 

attivato in un prodotto intermedio reattivo semiquinone-quinone 

capace di danneggiare il DNA cellulare. Il tumore si svilupperebbe 

quindi dall’ulteriore proliferazione di queste cellule danneggiate 

mediata dalla presenza del recettore ormonale. 

Mentre risultano inoppugnabili le prove che legano l’origine del 

carcinoma dell’endometrio di tipo 1 alla iperplasia atipica di lunga 

durata, gli eventi cellulari molecolari che trasformano l’iperplasia 

atipica in carcinoma endometriale sono tuttora sconosciuti. 

Sembrerebbe che le mutazioni puntiformi a carico dell’oncogene 

K ras, identificate sia nel carcinoma dell’endometrio (10%-30%) 

che nell’iperplasia endometriale, possano rappresentare eventi 

precoci nello sviluppo del carcinoma dell’endometrio. 

Un’aumentata espressione dell’oncogene erb-2/neu è stata 

riscontrata nel 10-15% di carcinoma dell’endometrio di tipo 1.(44) 

Al contrario la rarità delle mutazioni della proteina p53 nel 

carcinoma dell’endometrio di tipo 1 e la loro assenza 
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nell’iperplasia endometriale atipica sembrerebbero suggerire che 

le mutazioni della p53 non siano coinvolte nella trasformazione 

della iperplasia endometriale atipica in carcinoma 

endometriale.(45) 

Dal momento che la conversione di quest’ultima in carcinoma 

richiede sicuramente mutazioni multiple, la persistenza di una 

normale funzione della p53 in queste lesioni può spiegare perché 

lo sviluppo del carcinoma dell’endometrio di tipo 1 sia lento 

rispetto a quello di tipo sieroso non endometriode nel quale la 

perdita della funzione di p53 è un evento precoce. 

Anche PTEN sembrerebbe essere coinvolta nei meccanismi di 

carcinogenesi del carcinoma dell’endometrio. 

  La inattivazione dell’anti oncogene PTEN infatti rappresenta il 

più comune difetto genetico nel carcinoma dell’endometrio; tale 

inattivazione viene osservata in più del 83% dei tumori. 

 PTEN è una fosfatasi che agisce in opposizione a PI3K, una 

chinasi che fosforila AKT attivandola. AKT fosforilata , a sua 

volta, favorisce la proliferazione cellulare, la progressione del 

ciclo cellulare e l’inibizione dell’apoptosi. 

Mutazioni della Beta- catenina sono state osservate nel 25%-38% 

dei carcinomi endometriali di tipo I. La beta-catenina  è una 

componente del sistema  E-caderina- catenina ,fondamentale per la 
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differenziazione cellulare e per il mantenimento della normale 

architettura tissutale, e gioca un ruolo importante nella trasduzione  

del segnale. L’aumento dei livelli nucleari di  Beta- catenina 

produce l’attivazione di geni che attivano la proliferazione 

cellulare (LEF/Tcf). La mutazione della beta-catenina potrebbe 

rappresentare un primo step della carcinogenesi del carcinoma 

endometriale. In analogia al carcinoma del colon,  più geni 

potrebbero  essere potenziati dalla disregolazione del pathway 

della beta- catenina. 

Altro ruolo importante nella progressione tumorale nel cancro 

dell’endometrio potrebbe essere assolto dall’incremento delle 

COX2. E’ stato già recentemente dimostrato che i livelli di questo 

enzima risultano aumentati anche in altre neoplasie quali cancro 

del colon, della prostata ecc. Nel cancro del colon ad esempio, è 

noto che l’aumentata espressione di COX2 gioca un ruolo 

importante nella progressione neoplastica. Infatti somministrando 

inibitori di COX2 a pazienti con mutazione di APC (FAP) o a topi 

knockout per APC si blocca la progressione da adenoma a 

neoplasia e si riduce il numero di adenomi .Le COX 2, enzimi 

responsabili della sintesi delle prostaglandine, potrebbero 

potenziare, in analogia   a quanto dimostrato per il carcinoma del 

colon, il pathway della Beta- catenina. Infatti , il  legame delle 
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prostaglandine al proprio recettore transmembrana determina un 

cambiamento conformazionale che attiva il complesso delle G 

protein. L’attivazione della subunità α  del complesso delle G 

protein determina il sequestro di Axina, una proteina fondamentale 

per la inattivazione della beta-catenina. 

In definitiva si può quindi ipotizzare nel caso del carcinoma 

dell’endometrio di tipo 1 una eziopatogenesi secondo la quale le 

neoplasia si sviluppa lentamente a partire da precursori 

(endometrio iperplastico  per effetto della stimolazione 

estrogenica), che vanno incontro a mutazioni multiple e 

manifestano un grado sempre più elevato di atipie arichitetturali e 

citologiche. 

In questa visione si ritiene che la conservazione della funzione 

della p53 possa inibire una rapida espansione clonale delle cellule  

mutate e quindi spiegare la lentezza dello sviluppo del tumore. 

Dal punto di vista eziologico i carcinomi dell’endometrio tipo 2 

non presentano alcuna relazione, contrariamente a quanto avviene 

per il carcinoma endometriale di tipo 1, con una iperstimolazione 

estrogenica comunque verificatasi (esogena o endogena). In queste 

pazienti i livelli ematici di estrogeni ed androgeni sono del tutto 

simili a quelli misurabili nei controlli, mentre risultano elevate le 
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concentrazioni ematiche di SHBG, la proteina che riduce la quota 

biologicamente attiva degli estrogeni. 

 I soli fattori di rischio che oggi possono essere proposti per questo 

tipo di carcinoma endometriale sono l’età e l’esposizione a 

radiazioni della pelvi.(46) Sia l’età che l’irradiazione pelvica 

potrebbero agire determinando nelle cellule endometriali un 

sempre meggior numero di mutazioni capaci di portare alla 

trasformazione maligna dell’endometrio. Nelle pazienti 

particolarmente anziane potrebbe inoltre giocare un ruolo la 

diminuzione dei poteri immunitari. 

 
Carcinoma dell’endometrio: COX 2 e ß Catenina 

Nel corso degli ultimi anni, la ricerca scientifica si è ampiamente 

soffermata sui  meccanismi molecolari coinvolti 

nell’etiopatogenesi del cancro dell’endometrio. In alcuni studi è 

stato sottolineato il ruolo della overespressione di COX2  nei 

tumori della sfera genitale femminile. 

In particolare si è osservato che COX 2 è overespressa 

nell’iperplasia endometriale e nel carcinoma dell’endometrio 

rispetto all’endometrio normale. 
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La cicloossigenasi (COX) è un enzima responsabile della sintesi 

delle prostaglandine (PGs) a partire dall’acido arachidonico. (Fig 

2). 

 

 

 

Fig 2  L’acido arachidonico è rilasciato dalla membrana 
fosfolipidica dalla fosfolipasiA2 (PLA2) ed è 
metabolizzato dalla ciclossigenasi (COX) in 
protaglandine H2 (PGH2) in due steps.Le PGH2 sono 
convertite in eicosanoidi da specifiche isomerasi. 
Abbreviazioni; PG, prostaglandine, TXA2 trombossano 
A2. 

 
Sono state identificate 2 isoforme di cicloossigenasi: COX 1 e 

COX 2.(54) 

COX1 è espressa costituzionalmente in molti tessuti ed è coinvolta 

nei meccanismi di citoprotezione della mucosa gastrica e di 

aggregrazione piastrinica. 
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Al contrario COX2 è un enzima inducibile che è up regolato da 

vari stimoli tra cui citochine, fattori di crescita e promotori 

tumorali. 

Nei tessuti normali COX2 non è espressa, al contrario essa è 

costituzionalmente espressa in vari tumori maligni, in particolare 

nei tumori del tratto gastrointestinale. 

Studi recenti hanno dimostrato che la overespressione di COX 2 è 

correlata con la progressione della malattia e con una prognosi 

peggiore, suggerendo che le COX2 giocano un ruolo importante 

nello sviluppo del cancro e delle metastasi. 

In aggiunta a questi dati, vi sono evidenze cliniche ed 

epidemiologiche in base alle quali l’aspirina e altri farmaci 

antinfiammatori non steroidei inibiscono i fattori di crescita per le 

cellule tumorali. 

In alcuni studi è stato sottolineato il ruolo dell’overespressione di 

COX2 nei tumori della sfera genitale femminile. 

La ovrespressione di COX 2 sarebbe infatti associata ad una 

prognosi infausta nelle pazienti con carcinoma della cervice. 

COX2 inoltre sarebbe overespressa nell’iperplasia e nel carcinoma 

dell’endometrio rispetto all’endometrio normale. 
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Non è ancora ben chiaro in che modo le COX2  intervengano nella 

eziopatogenesi del cancro dell’endometrio né se l’overespressione 

di questo enzima possa essere correlato alle caratteristiche clinico-

patologiche di questa neoplasia (stadio, istotipo, grading, grado di 

invasione miometriale, coinvolgimento linfonodale). 

Alcuni dati in letteratura (54) evidenziano un ruolo di COX2 nel 

promuovere l’angiogenesi (Fig.3) e nell’inibire l’apoptosi 

incrementando i livelli di bcl2 (Fig 4). 

 

Fig. 3 COX2 promuove l’angiogenesi tumorale attraverso 
differenti pathways. L’angiogenesi si verifica in seguito ad una 
cascata di eventi.Il processo inizia con la produzione da parte del 
tumore di fattori di crescita angiogenetici e di cellule 
infiammatorie. I fattori di crescita legano i recettori presenti sulla 
membrana delle cellule endoteliali delle venule preesistenti 
attivando pathways di traduzione de segnale .Le celluleendoteliali 
proliferanti secernono proteasi che degradano la membrana 
basale vascolare, a ciò fa seguito la “ nascita” di nuovi vasi 
(sprouting).Le Prostaglandine E2 (PGE2) stimolano i fattori di 
crescita endoteliale(VEGF).Le prostaglandine I2 (PGI2) regolano 
lo”sprouting” 
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Fig.4 COX2 inibiscono l’apoptosi e promuovono la crescita 
cellulare. L’induzione di COX2 aumenta la produzione di 
Prostaglandine E2 (PGE2) a partire dall’acido 
arachidonico;ciò,determina l’attivazione dei recettori (EP) per le 
PGE 2 con conseguente aumento dell’espressione di bcl2. 
 
 
 



 37

 
Nel 25%-38% dei carcinomi endometriali di tipo I sono state 

osservate mutazioni della ß-catenina.(55) 

ß-catenina è una proteina ubiquitraria citoplasmatica ed è  una 

componente del sistema catenina-caderina , essenziale per la 

differenziazione cellulare e per il mantenimento della normale 

architettura tissutale.(55) 

Tale proteina gioca un ruolo importante nei meccanismi di 

trasduzione del segnale e nella attivazione della trascrizione 

attraverso la formazione di complessi con proteine DNA-binding. 

L’aumento dei livelli nucleari di ß-catenina sarebbe responsabile 

dell’attivazione di alcuni geni coinvolti nella proliferazione 

cellulare( LEF/tcf). 

La proteina APC down regola i livelli di ß-catenina. 

Tale proteina infatti,  crea un complesso ternario con Axina e GSK 

-3 B che fosforila ß-catenina  e ne determina la degradazione 

attraverso un protesoma ubiquitina dipendente ( Fig 5). 
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Fig. 5  

In alcuni tumori, ed in particolare nel cancro del colon, è stato 

dimostrato che l’ inattivazione del gene APC è responsabile 

dell’attivazione costitutiva di  ß-catenina , ciò si traduce in un 

aumento di ß-catenina beta  a livello nucleare con attivazione 

incontrollata di geni coinvolti  nella proliferazione cellulare e 

conseguentemente un incontrollata progressione tumorale. 

Alcuni dati in letteratura evidenziano che in una percentuale che 

varia dal 25 %al 38% di carcinomi endometri ali, vi è una 

mutazione di ß-catenina. 

Nell’endometrio normale l’espressione di ß-catenina così come 

quello di  E caderina è prevalente nella fase proliferativa del ciclo 

rispetto a quella secretiva.(56) 
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Nel cancro dell’endometrio l’espressione di ß-catenina  di 

membrana e di E caderina diminuiscono rispetto all’endometrio 

normale in fase proliferativa. 

Inoltre l’espressione di tale proteina si riduce ulteriormente nei 

tumori ad alto grado rispetto a quelli di basso grado. 

  Al contrario l’espressione nucleare di ß-catenina   è stata 

osservata sia nell’endometrio normale in fase proliferativa  sia nei 

tumori endometri ali di alto grado. 

Da alcuni dati (56) inoltre è emerso che l’espressione nucleare di 

ß-catenina  è associata ad una minore espressione di E caderina in 

particolare  nei tumori di alto grado. 
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I linea di ricerca:“Valutazione dell’espressione di COX 2  nel 

carcinoma dell’endometrio di tipo 1. Correlazione con 

parametri clinico-patologici”. 

 
Scopo della ricerca  

Il principale obiettivo di questo studio è stato quello di valutare  

l’incremento dell’espressione di COX2 nel carcinoma 

dell’endometrio  e di valutare se tale incremento poteva essere 

correlato in maniera significativa alle caratteristiche clinico-

patologiche (istotipo, stadio, grading, grado di invasione 

miometriale) di tale neoplasia. 

 

 
 

 MATERIALI E METODI 

Pazienti 

a) Gruppo di studio 

E’ costituito da 75 donne con diagnosi istologica di carcinoma 

dell’endometrio. Le principali caratteristiche di queste pazienti  

sono riassunte nella tabella 5 
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Tabella 5: Caratteristiche delle pazienti 

 

 

La diagnosi istologica era  stata fatta su campioni di biopsia 

isteroscopica e confermata successivamente da esame istologico 

su pezzo operatorio. 

Le 75 pazienti con carcinoma endometriale sono state sottoposte 

ad isterectomia totale  o radicale per via laparotomia con 

annessiectomia bilaterale. A tutte è stato praticato un washing 

peritoneale. 

E’stata praticata linfoadenectomia pelvica e paraortica sistematica 

in 23 pazienti (30.3%) ad alto rischio (grado di invasione 

ETA’ ‹anni› (media±DS)                                      58 

PESO‹kg› (media±DS)                                       66.8 

ALTEZZA ‹cm› (media±DS)                             162.3 

ETA’ DEL MENARCA (anni) (media±DS)     11 

PARITA’                                                             2 

FUMO                                                                 25 

IPERTENSIONE                                                             11 

DIABETE                                                            10 



 42

miometriale > 50%, coinvolgimento della cervice, istotipi speciali) 

in accordo con i protocolli clinici nazionali. 

Un sampling linfonodale è stato effetuato in 7 pazienti che 

presentavano linfonodi macroscopicamente palpabili. 

Delle 75 pazienti con carcinoma dell’endometrio  50 erano allo 

Stadio I, 12 allo Stadio II, 11 allo Stadio III e 2 allo Stadio IV. 

La maggior parte dei tumori erano carcinomi di tipo 

endometrioide (94%). 

Le caratteristiche clinico-patologiche sono riportate nella tabella 3. 

 

 

b) Gruppo di controllo 

Il nostro gruppo di controllo è costituito da 85 pazienti (età 

media: 55aa) con diagnosi istologica di patologia endometriale 

benigna. Le caratteritistiche principali delle pazienti sono 

riportate nella tabella 6. 
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Tabella 6: Caratteristiche del gruppo di controllo 

 

 

Criteri di esclusione 

Sono state escluse pazienti  con storia di radioterapia pelvica, 

pazienti che facevano  uso di antinfiammatori non steroidei,   

pazienti in trattamento ormonale in atto o nell’ anno 

immediatamente precedente. 

 

 

 

 

 

ETA’ ‹anni› (media±DS)                                      55 

PESO‹kg› (media±DS)                                       65 

ALTEZZA ‹cm› (media±DS)                             163 

ETA’ DEL MENARCA (anni) (media±DS)     11 

PARITA’                                                             2 

FUMO                                                                 27 

IPERTENSIONE                                                             6 

DIABETE                                                            5 
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INTERVENTI 

 

-Immunoistochimica 

I campioni di tessuto sono stati ottenuti da biopsia su pezzo 

operatorio nelle pazienti con carcinoma dell’endometrio e da 

biopsia  isteroscopica per il gruppo di controllo. 

I campioni sono stati fissati in formalina e inclusi in paraffina in 

accordo con le procedure standard.  

Sezioni di 4 micron di porzioni rappresentative di ogni caso sono 

state deparaffinizate in xylene, reidratate, trattate con 0.3% di 

H2O2 in metanolo per 10 minuti per bloccare l’attività 

perossidasica endogena, e soggette a recupero degli epitopi con 

induzione di calore in forno a microonde utilizzando la ChemMate 

detection kit (Dako, Glostrup, Denmark) in accordo con le 

istruzioni del fornitore. Le sezioni di tutti i casi studiati sono state 

processate simultaneamente per immonoistochimica su  sistema 

automatizzato TechMate Horizon (Dako) utilizzando il kit di 

perossidasi Vectastain ABC ( Vector Laboratories, Burlingame, 

CA). La biotina endogena è stata saturata mediante il kit di 

bloccaggio-biotina (Vector). Le sezioni sono state poste in 
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incubazione con siero normale di coniglio per 15 minuti e dopo 

con antisiero policlonale di coniglio contro la COX-2 umana 

(Cayman, Ann Arbor) diluito a 1:300 per un’ora. I controlli 

negativi sono stati effettuati utilizzando siero di coniglio non 

immunizzato. I controlli positivi noti sono stati sempre eseguti 

durante la procedura. 

 

 

Quantificazione immunoistochimica 

I campioni sono stati analizzati senza conoscere in precedenza le 

caratteristiche cliniche e biologiche. 

E’stato assegnato un punteggio alle cellule marcate. La conta 

cellulare nei tumori è stata effettuata scegliendo cinque 20x campi 

da ogni sezione di tessuto così da rappresentare al meglio la 

marcatura immunoistochimica del campione del tessuto sul 

vetrino. 

I campi sono stati acquisiti con una   fotocamera digitale Nikon 

Coolpix  950. 

Entrambe le cellule immunomarcate  e negative sono state contate 

su una griglia di 0.0225 mm2. 
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La conta delle cellule è stata effettuata due volte per ogni 

immagine digitale muovendo la griglia sopra le aree 

rappresentative. La percentuale di cellule immunomarcate è stata 

calcolata con una conta cellulare media di due aree della griglia 

per cinque 20 x campi.  

L’analisi statistica dei dati è attualmente in corso. 

   

 

Polymerase Chain Reaction (PCR) 

L’RNA totale è stato estratto dalle cellule con l’RNeasy Kit 

(Qiagen, Crawley, West Sussex, UK) e sottoposto a digestione su 

colonna con il RNasi free DNasi set (Qiagen, Crawley, West 

Sussex, UK). La qualità dell’RNA è stata verificata mediante 

elettroforesi su gel di agarosio all’1% e visualizzazione con 

colorazione all’etidio bromuro. I cDNA sono stati ottenuti 

partendo da 2 µg di RNA totale utilizzando random primers in 50 

µl di volume di reazione utilizzando il Gene Amp RNA PCR Core 

Kit (Applied Biosystems, Warrington, UK). Le successive 

amplificazioni sono state effettuate utilizzando 2,5 µl di prodotto 

di retrotrascrizione in un volume di reazione di 25 µl come 
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suggerito dal produttore. I livelli di trascritti di β-actina sono stati 

utilizzati come controllo.   

Le reazioni di PCR quantitativa sono state effettuate utilizzando la 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) nel sistema 

iCycler (Bio-Rad, Munich, Germany). Le reazioni di 

amplificazione (volume di reazione finale 25 µl) contenevano 

ciascun primer in concentrazione 200 nM, MgCl2 3mM, dNTPs 

300 µM, SYBR-Green PCR buffer 1×, AmpliTaq Gold DNA 

Polymerase 0.1 U/µl, 0.01 U/µl Amp Erase, acqua RNasi-free e 

2µl cDNA. Le condizioni di cycling termico sono state le seguenti: 

un primo ciclo di 2 min a 50°C, un ciclo di 10 min a 95°C e 40 

cicli costituiti da 15 sec di denaturazione a 95°C seguiti da 1 min 

di appaiamento ed estensione a 60°C. Per verificare l’assenza di 

prodotti aspecifici sono stati eseguiti 80 cicli di melting (55°C per 

10 sec). In tutti i casi le curve di melting hanno confermato che era 

stato generato un solo e specifico prodotto. L’amplificazione è 

stata seguita misurando l’aumento di fluorescenza causato dal 

legame del SYBR-Green al DNA. I cicli-soglia di fluorescenza 

sono stati misurati in triplicato e le variazioni di espressione 
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genica sono state calcolate tramite la formula: 2-(∆Ct  campione1-∆Ct 

campione2), dove ∆Ct rappresenta la differenza tra i cicli-soglia 

dell’mRNA oggetto di studio e quelli dell’mRNA di β-actina. I 

primers sono stati disegnati con il programma Primer 3 (www-

genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi) e 

sintetizzati da MWG biotech (Ebersberg, Germany).  

 

 

 

 RISULTATI  

Immunoistochimica COX2 

Della 75 pazienti con carcinoma dell’endometrio 29 (38.6%) 

presentavano un’aumentata espressione di COX2;  

Del gruppo di controllo (85 pazienti con patologia endometriale 

benigna)  50 pazienti presentavano endometrio normale  e 35 

pazienti presentavano iperplasia. Delle 50 pazienti con endometrio 

normale 2 (1%)  presentavano un’aumentata espressione di COX2, 

delle 35 pazienti con iperplasia 7  (20%) presentavano aumentata 

espressione di COX2. 
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FIGURA 6. Immunoistochimica Cycloossigenasi-2 (COX-2) nel 
carcinoma dell’endometrio. (A) Le cellule tumorali mostrano 
un’intensa positività citoplasmatica a COX2. (B) Cellule non 
tumorali negative a COX2 
 

 

La positività di COX2 era più elevata nei carcinomi endometriali 

con coinvolgimento della cervice o con estensione extrauterina 

(57%) rispetto a quelli limitati al corpo dell’utero (30.1%).  

La positività a COX2 aumentava dal Grado I (16%) al Grado II 

(42%) al Grado III  (60%). 

Inoltre in base al grado di invasione miometriale la positività a 

COX2 era maggiore (67%) nelle pazienti con invasione 

miometriale maggiore del 50% rispetto a quelle che presentavano 

invasione miometriale inferiore al 50% (16%). Non è stata 
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osservata nessuna correlazione significativa nè con lo stadio nè 

con il coinvolgimento linfonodale.  

La tabella 7 mostra la positività di COX2, come percentuale di 

cellule immunomarcate per COX2, in accordo con le 

caratteristiche clinico-patologiche di tutta la popolazione in esame. 

La positività di COX non mostra una differente distribuzione in 

base all’età. 

Tabella 7 
 
Characteristics No. of 

Patients 
COX-2 positive 
No. (%) 

 
All cases     75   29(38.6%)  
 
Age (yrs) 

≤ 60     33 
> 60    42 

 
FIGO stage 

I     50   14 (28.0%)* 
II     12   10 (83.0%) 
III     11   5 (45.0%)  
IV    2   1 (50%) 

 
Histotype 

Endometrioid    70   27 (38%) 
Serous    5   3 (60.9%)  

 
Grade 

1     24   4 (16.0%) 
2     26   11 (42.0%) 
3    25   15 (60.0%)° 

 
Outer half myometrial invasion 

No     37   6 (16.0%) 
Yes    28   19 (67.0%) 

 
Lymph node status 

Negative     30   15 (50.0%) 
Positive    10   5 (50.0%) 

 
FIGO: International Federation of Gynecology and Obstetrics 
 
 
 

* p <0.05 vs Stage II, III, IV 

° p <0.05 vs Grade I and II 
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PCR COX2 

L’espressione di COX 2 è stata valutata anche mediante  PCR 

quantitativa. 

L’espressione di COX2  è risultata significativamente più alta 

nelle pazienti con carcinoma dell’endometrio rispetto a quelle del 

gruppo di controllo.   
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ABSTRACT 
 
BACKGROUND. Cyclooxygenase-2 (COX-2) is overexpressed in 
endometrial hyperplasia and carcinoma, but no data have been reported until 
now about the expression of COX-2 and its possible clinical significance in 
endometrial carcinoma. We investigated by immunohistochemistry the 
expression of COX-2 in a single institutional series of primary untreated 
endometrial carcinoma patients.  
METHODS. The study was conducted on 75 primary untreated endometrial 
carcinoma patients who were admitted to the Department of Obstetrics and 
Gynecology, Federico II University of Naples. Immunohistochemistry was 
performed by using rabbit polyclonal antiserum against human COX-2.  
RESULTS. Twenty-nine patients (38.6%) were scored as COX-2 positive. 
COX-2 positivity was higher (57%) in endometrial carcinoma with cervical 
or extrauterine involvement than in tumors limited to the corpus (30%). 
COX-2 positivity increased from Grade 1 (16%) to Grade 2 (42%) to Grade 3 
(60%) endometrial carcinoma. Interestingly, considering early International 
Federation of Gynecology and Obstetrics stage patients (n =65), the 
percentage of COX-2 positivity was higher in patients with deep myometrial 
invasion (67%) than in patients without or less than 50% myometrial invasion 
(16%).  
CONCLUSIONS. COX-2 is expressed in a high percentage of a large series 
of primary endometrial tumors and its expression may be associated closely 
with parameters of tumor aggressiveness The possible prognostic role of 
COX-2 in endometrial carcinoma deserves further study. Cancer 
2002;95:801–7.  
© 2002 American Cancer Society. 
 DOI 10.1002/cncr.10736 
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Endometrial adenocarcinoma is the most frequent malignancy of the female 

genital tract in developed countries and represents the seventh leading cause 

of cancer-related death in women.1 Currently, International Federation of 

Gynecology and Obstetrics (FIGO) stage, depth of myometrial invasion, and 

grade of differentiation are used to predict clinical outcome and to plan 

treatment modalities for patients with endometrial carcinoma.2 However, 

none of these parameters are accurate predictors, considering that 10% of 

Stage I and 17% of Stage II patients experience recurrence3 and eventually 

die of the disease. In this context, the assessment of abnormalities in the 

expression of biologic factors more strictly related to tumor cell biology and 

intrinsic aggressiveness provide useful information to select individualized 

treatment. In particular, p53 mutations in patients with endometrial carcinoma 

are associated with more aggressive histotypes like serous and clear cell 

carcinomas.4 Loss of inhibitors of cell cycle, like p130, are independently 

associated with poor prognosis in endometrial carcinoma patients.5 We also 

reported that microsatellite instability (MI), which reflects deficiencies in 

mismatch repair genes, is an independent predictor of recurrence in patients 

with early-stage endometrial tumors.6 Several factors support a molecular and 

pathologic distinction between tumors with and without MI and suggest that 

these biologically different tumors may exhibit a different clinical outcome.6,7  

Much attention has been focused on the involvement of 

cylooxygenase (COX), the key enzyme in the conversion of arachidonic acid 



  

to prostaglandins, in the critical steps of tumor onset and progression. Two 

COX isoforms have been characterized. COX-1, which is expressed 

constitutively in almost all tissues, serves homeostatic functions, whereas 

COX-2, which is highly inducible by growth factors, prostaglandins, and 

tumor promoters, plays a key role in the inflammatory response.8 Several in 

vitro and preclinical studies showed that COX-2 overexpression in human 

cancer cells is associated with apoptosis inhibition, increased adhesion to the 

extracellular matrix, metastatic potential, and neoangiogenesis.9–11 In 

addition, COX-2 may impair host immune responses as suggested by the 

ability of COX-2 inhibitors or COX-2 antisense constructs to revert tumor-

induced immunosuppression.12  

COX-2 is overexpressed in the majority of colorectal carcinomas and 

in other solid tumors and is associated with the clinicopathologic parameters 

of aggressiveness and unfavorable prognosis.13–16 In addition, reduced COX-2 

expression has been reported in gastrointestinal tumors with defective 

mismatch repair systems,17,18 leading to the hypothesis that MI tumors may 

lack a signal important for constitutive COX-2 induction.17  

COX-2 overexpression is a strong predictor of chemotherapy response 

and is associated with an unfavorable outcome in cervical carcinoma 

patients.16 COX-2 is overexpressed in endometrial hyperplasia and 

carcinoma19,20 compared with expression in the normal endometrium. To our 

knowledge, no data have been reported until now about the expression of 



  

COX-2 and its possible clinical significance in a large series of patients with 

endometrial carcinoma. 

The aim of this study was to investigate by immunohistochemistry the 

expression of COX-2 and its association with clinicopathologic features and 

clinical outcome in a single institutional series of primary untreated 

endometrial carcinoma patients. We also analyzed the relationship between 

COX-2 expression and MI status. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Patients 

This study included 75 primary untreated endometrial carcinoma patients 

who were admitted, treated, and followed-up at the Department of Obstetrics 

and Gynecology, Division of Gynecologic Oncology, Federico II University 

of Naples. Staging was performed according to the 1988 FIGO classification.2 

Median age was 62 years (range, 30–84). Of these patients, 62 had Stage I–II 

and 13 had Stage III–IV disease. Most of the tumors (93%) were 

endometrioid adenocarcinomas and varied from well (32%) through moderate 

(35%) to undifferentiated (33%). The other clinicopathologic 

characteristics are listed in Table 1. 

All patients underwent a total abdominal or modified radical 

hysterectomy plus bilateral salpingo-oophorectomy. At the time of 

laparotomy, fluid samples were obtained for cytologic examination and 

thorough intraabdominal and pelvic exploration with biopsy or removal of 



  

any suspicious lesion was performed. Complete cytoreduction was achieved 

in patients with advanced disease. Systematic pelvic and paraaortic 

lymphadenectomy was performed in 20 (30%) high-risk patients (deep 

myometrial invasion, cervical involvement, special histotypes) according to a 

national randomized clinical protocol. Lymph node sampling was performed 

in six patients because of visible or palpable enlarged lymph nodes. High-risk 

patients underwent external radiotherapy or four to six cycles of 

cisplatinbased (each cycle: 50–75 mg/m2) chemotherapy 2–3 weeks after 

primary surgery. After completing treatment, patients were followed by 

gynecologic examination, transvaginal/abdominopelvic ultrasonography, and 

radiologic investigations, if necessary, every 4 months for the first 2 years, 

every 6 months from the third to the fifth year, and yearly thereafter. 

 

Immunohistochemistry 

Tumor tissue biopsies were obtained at first surgery in all cases. Tissue 

specimens were fixed in formalin and paraffin embedded according to 

standard procedures. Four-micronsections of representative blocks from each 

case were deparaffinized in xylene, rehydrated, treated with 0.3% H2O2 in 

methanol for 10 minutes to block endogenous peroxidase activity, and 

subjected to heat induced epitope retrieval in a microwave oven using the 

ChemMate detection kit (Dako, Glostrup, Denmark) according to the 

manufacturer’s instructions. Slides from all cases studied were processed 

simultaneously for immunohistochemistry on the TechMate Horizon 



  

automated staining system (Dako) using the Vectastain ABC peroxidase kit 

(Vector Laboratories, Burlingame, CA). Endogenous biotin was saturated by 

a biotin blocking kit (Vector). Sections were incubated with normal rabbit 

serum for 15 minutes and then with rabbit polyclonal antiserum against 

human COX 2 (Cayman, Ann Arbor, MI) diluted 1:300 for 1 hour. Negative 

controls were performed using non immunized rabbit serum. Known positive 

controls were always run in the assay. 

 
Characteristics No. of 

Patients 
COX-2 positive 
No. (%) 

 
All cases     75   29 (38.6%)  
 
Age (yrs) 

≤ 60     33 
> 60    42 

 
FIGO stage 

I     50   14 (28.0%)* 
II     12   10 (83.0%) 
III     11   5 (45.0%)  
IV    2   1 (50%) 

 
Histotype 

Endometrioid    70   27 (38%) 
Serous    5   3 (60.9%)  

 
Grade 

1     24   4 (16.0%) 
2     26   11 (42.0%) 
3    25   15 (60.0%)° 

 
Outer half myometrial invasion 

No     37   6 (16.0%) 
Yes    28   19 (67.0%) 

 
Lymph node status 

Negative     30   15 (50.0%) 
Positive    10   5 (50.0%) 

 
FIGO: International Federation of Gynecology and Obstetrics 
 
 
 

* p <0.05 vs Stage II, III, IV 

° p <0.05 vs Grade I and II 

 

 



  

Quantification of Immunohistochemical Staining 

The tissue analyzed sections without previous knowledge of the clinical and 

biologic parameters. Scoring was assigned according to the proportion of 

cells stained. Cell count in the tumor was performed by chosing five 20x 

fields from each tissue section so as to best reflect the overall immunostaining 

of the tissue specimen on the slide. The files, acquired with a Nikon Coolpix 

950 digital camera (Nikon Instruments), were opened in Photoshop (Adobe 

Systems, Mountain View, CA) using a Macintosh G3 workstation (Apple, 

Cupertino, CA). Both immunostained and negative cells within a 

superimposed grid of 0.0225 mm2 were counted. Cell counts were performed 

twice for each digital image by moving the grid over representative areas. 

The percentage of immunostained cells was calculated by averaging cell 

counts from two grid areas from five 20x fields. The results were reported as 

mean ± SE. Sections with greater than 5% stained tumor cells, corresponding 

to the median value, were positive. In case of disagreement (n = 8, 12%), 

sections were submitted to a rejoint evaluation by a multiheaded microscope. 

 



  

 
 
FIGURE 1. Cyclooxygenase-2 (COX-2) immunostaining in primary endometrial carcinoma. 
(A) COX-2–positive tumor showing intense cytoplasmic immunoreactions in tumor cells. (B) 
COX-2–negative tumor showing only weak COX-2 staining. Bar = 15 µm. 
 
 

RESULTS 

COX-2 Immunostaining 

COX-2 immunostaining was observed mainly in the cytoplasm of tumor 

cells. Figure 1 shows a representative example of an endometrial tumor with 

intense COX-2 immunostaining (Fig. 1A) and a tumor with a very low 

percentage of COX-2–stained tumor cells (Fig. 1B). Stromal lymphoid cells 

sometimes showed variable intensities of COX-2 immunoreaction. In the 

whole series, the proportion of stained cells ranged from 0% to 80% with a 

mean ± SE value of 21.2 ± 3.21. According to the cutoff value, 27 cases 

(39.1%) were scored as COX-2 positive. 

 

 

 



  

Correlation with Clinicopathologic Parameters 

Table 1 shows the distribution of COX-2 positivity, as well as the percentage 

of COX-2–immunostained cells, according to clinicopathologic 

characteristics in the overall population. COX-2 positivity was not distributed 

differently according to age at diagnosis. The percentage of COX-2 positivity 

was higher (64.0%) in endometrial carcinoma with cervical or extrauterine 

involvement with respect to tumors limited to the corpus (28.0%). However, 

we did not find a graded increase of COX-2 positivity according to increasing 

stage of disease, probably because of the limited number of cases after 

subgrouping.  

COX-2 positivity may not be distributed differently according to 

histotype, although these results have to be considered with caution due to the 

low prevalence of special histotype tumors. There was a direct association 

between grade of differentiation and COX-2 immunostaining, with COX-2 

positivity increasing from Grade 1 (16.0%) to Grade 2 (42.0%), toGrade 3 

(60.0%) endometrial carcinoma. Interestingly, considering early FIGO stage 

patients (n= 62), the percentage of COX-2 positivity was higher in cases with 

deep myometrial invasion (67%) than in cases without or less than 50% 

myometrial invasion (16%). Similar results were found among Stage I 

patients (n = 50), with COX-2 positivity found in 56.2% of cases with greater 

than 50% myometrial invasion with respect to 13.3% of cases with less than 

50% myometrial invasion (data not shown). No association between COX-2 



  

and lymph node status was found, although these results have to be 

considered with caution given the few patients in the subgroups. 

Table 1 also shows the association between the percentage of COX-2–

stained cells according to clinicopathologic parameters. No association was 

found with age at diagnosis. A higher percentage of COX-2– stained cells 

was observed in tumors with cervical or extrauterine involvement and in 

cases with deep myometrial invasion. In addition, a progressive increase in 

the percentage of COX-2– stained cells according to grade of differentiation 

was found. The proportion of COX-2–stained cells may not be different 

according to histotype and lymph node status. 

 

DISCUSSION 

We reported that COX-2 is expressed in a high percentage of a large series of 

primary endometrial tumors and its expression may be associated closely with 

parameters of tumor aggressiveness. COX-2 is overexpressed in endometrial 

carcinoma cells compared with its expression in normal endometrial 

cells,19,20,25 yet preliminary data concerning COX-2 expression in endometrial 

hyperplasia are conflicting.19,25 The progressive increase in COX-2 

expression from normal epithelium through preneoplastic lesions to 

carcinoma has been observed in other epithelial tissues, suggesting that up-

regulation of COX-2 expression may play a role in tumor onset and 

progression.13,26–28 Although the mechanism of COX-2 upregulation is 

unknown, recent studies suggest that it may result from the deregulation of 

key steps in the epidermal growth factor receptor signaling pathways, 



  

including the ras oncogene29,30 whose overexpression has been detected in 

endometrial tumors.31  

We showed that poorly differentiated endometrial carcinomas are 

more frequently COX-2 positive than moderately/well differentiated ones. 

These results confirm previous findings reported for endometrial25 and 

prostate tumors13 and suggest that COX-2 overexpression could identify more 

aggressive endometrial carcinomas.  

COX-2–positive immunoreaction was found more frequently in 

tumors with cervical or extrauterine involvement with respect to tumors 

limited to the uterine corpus, indicating that COX-2 expression may be 

related to local tumor spread as confirmed by our results in cervical 

carcinoma patients16 and previous observations in other tumors.15,32,33 The 

association between COX-2 overexpression and tumor spread could be 

supported by increased COX-2–mediated invasive ability. In particular, we 

reported a higher percentage of COX-2 positivity in endometrial carcinomas 

invading greater than 50% of myometrial thickness compared with tumors 

confined to the inner half of the myometrium. In this context, the observation 

that COX-2 overexpression in colorectal tumor cells is associated with an 

increase in invasive potential due to the ability of COX-2 to modulate 

adhesion molecule and protease expression9,10 is of utmost importance.  

Conflicting data have been reported about the association between 

COX-2 expression and lymph node and/or distant metastases in solid 

tumors.32–34 Although the sample size of cases with known pathologic lymph 



  

node status was too small to allow definitive conclusions to be drawn, there 

seems to be no association between COX-2 immunostaining and pathologic 

lymph node involvement, as was also observed in cervical tumors.16 Our data 

suggest that in endometrial and cervical carcinomas, COX-2 may be more 

involved in local tumor spread than in the metastatic process. Therefore, the 

assessment of factors influencing tumor–host interaction, like lymphoid 

infiltrate, markers of extracellular matrix degradation, and neoangiogenesis, 

could be of interest.  

The negative prognostic significance of COX-2 has been 

demonstrated in several human malignancies.14,16,33–35 COX-2 overexpression 

may be predictive of a poor response to treatment in patients with cervical 

carcinoma.16 
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II linea di ricerca: “Valutazione dell’espressione di ß catenina 

nel carcinoma dell’endometrio, nella iperplasia endometriale e 

nell’endometrio normale. 

 

 
Scopo della ricerca  

Lo scopo di questo studio è stato quello di valutare l’espressione 

di ß catenina nel carcinoma dell’endometrio, nell’iperplasia 

endometriale e nell’endometrio normale. 

 

 

MATERIALI E METODI 

Pazienti 

a)Gruppo di studio 

E’ costituito dalle stesse pazienti reclutate per il primo studio 

cioè da 75 donne con diagnosi istologica di carcinoma 

dell’endometrio le cui caratteristiche sono riassunte nella 

tabella 5. 
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b)Gruppo di controllo 

Il nostro gruppo di controllo è costituito dallo stesso gruppo di 

controllo dello studio precedente, cioè da 85 pazienti (età 

media: 55aa) con diagnosi istologica di patologia endometriale 

benigna. Le caratteritistiche principali delle pazienti sono 

riportate nella tabella 6. 

 

 

INTERVENTI 

-Immunoistochimica 

I campioni di tessuto sono stati ottenuti da biopsia su pezzo 

operatorio nelle pazienti con carcinoma dell’endometrio e da 

biopsia  isteroscopica per il gruppo di controllo. 

I campioni sono stati fissati in formalina e inclusi in paraffina in 

accordo con le procedure standard.  

Sezioni di 4 micron di porzioni rappresentative di ogni caso sono 

state deparaffinizate in xylene, reidratate, trattate con 0.3% di 

H2O2 in metanolo per 10 minuti per bloccare l’attività 

perossidasica endogena, e soggette a recupero degli epitopi con 

induzione di calore in forno a microonde utilizzando la ChemMate 
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detection kit (Dako, Glostrup, Denmark) in accordo con le 

istruzioni del fornitore. Le sezioni di tutti i casi studiati sono state 

processate simultaneamente per immonoistochimica su  sistema 

automatizzato TechMate Horizon (Dako) utilizzando il kit di 

perossidasi Vectastain ABC ( Vector Laboratories, Burlingame, 

CA). La biotina endogena è stata saturata mediante il kit di 

bloccaggio-biotina (Vector). Le sezioni sono state poste in 

incubazione con siero normale di coniglio per 15 minuti e dopo 

con antisiero policlonale di coniglio contro la COX-2 umana 

(Cayman, Ann Arbor) diluito a 1:300 per un’ora. I controlli 

negativi sono stati effettuati utilizzando siero di coniglio non 

immunizzato. I controlli positivi noti sono stati sempre eseguti 

durante la procedura. 

Quantificazione immunoistochimica 

I campioni sono stati analizzati senza conoscere in precedenza le 

caratteristiche cliniche e biologiche. 

E’stato assegnato un punteggio alle cellule marcate. La conta 

cellulare nei tumori è stata effettuata scegliendo cinque 20x campi 

da ogni sezione di tessuto così da rappresentare al meglio la 
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marcatura immunoistochimica del campione del tessuto sul 

vetrino. 

I campi sono stati acquisiti con una   fotocamera digitale Nikon 

Coolpix  950. 

Entrambe le cellule immunomarcate  e negative sono state contate 

su una griglia di 0.0225 mm2. 

La conta delle cellule è stata effettuata due volte per ogni 

immagine digitale muovendo la griglia sopra le aree 

rappresentative. La percentuale di cellule immunomarcate è stata 

calcolata con una conta cellulare media di due aree della griglia 

per cinque 20 x campi.  

L’analisi statistica dei dati è attualmente in corso. 

   

Elettroforesi di proteine in condizioni denaturanti (SDS-

PAGE) 

.1 Preparazione dei campioni 

L’analisi dell’espressione delle proteine è stata effettuata su 

aliquote di lisato cellulare dopo lisi dei tessuti con buffer 

opportuno e centrifugazione per 30 minuti a 4°C alla velocità di 
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14000 rpm, al fine di recuperare, nel sovranatante, le proteine 

espresse nella linea cellulare considerata. 

Le proteine così ottenute sono state quantizzate con un saggio 

Bradford (BIORAD) che consiste nel determinare la 

concentrazione proteica mediante spettrofotometria con l’utilizzo 

di una curva di taratura di riferimento che si effettua con 

preparazione di campioni a concentrazione nota di BSA 

(Albumina di siero bovino 1 µg/ml, Sigma-Aldrich). La lettura 

dell’assorbanza è stata eseguita ad una lunghezza d’onda di 595 

nm. L’elettroforesi su gel di poliacrilammide è stata condotta su 

50µg di proteine estratte dalle colture cellulari analizzate. Per 

preparare i campioni da caricare su gel di poliacrilammide, 

un’appropriata quantità di tampone Laemmli (Laemmli, 1970) 

viene aggiunta ad una aliquota di sovranatante ed i campioni 

vengono poi riscaldati a 99°C per 5 minuti. 

 

2 Corsa elettroforetica 

I campioni preparati vengono caricati su gel di poliacrilammide 

alla percentuale opportuna. Per proteine di basso peso molecolare 

(minore o uguale a 40 KDalton) si usa un gel al 12.5%, per 
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proteine ad alto peso molecolare (maggiore di 80 KDalton) si 

prepara un gel al 7.5% (acrilammide x % p/v, bisacrilammide 

0.04% p/v, TrisHCl 0.4 M pH 9.2, SDS 0.1% p/v, APS 0.1% p/v, 

TEMED 0.001% v/v). La corsa elettroforetica è condotta in 

tampone Tris-glicina/SDS 0.1 M a pH 8.3 ad una intensità di 

corrente di 25 mA. Su ciascun gel è caricata anche una miscela di 

proteine che funge da marcatore di peso molecolare. 

 

 

 

3. Immunoblot di ß-catenina 

L’ elettroblot consiste nel trasferimento del pattern elettroforetico 

delle singole proteine separate mediante SDS-PAGE su una 

membrana di nitrocellulosa (Schleicherr & Schuell) nell’apparato 

Trans-Blot (BIORAD). La membrana, equilibrata con un tampone 

Tris-glicina, viene messa in contatto con il gel in una apposita 

cassetta che viene poi immersa in una soluzione contenente Tris-

glicina (100 ml), metanolo (200 ml) e H2O (700 ml). La corrente 

applicata garantisce il trasferimento delle proteine dal gel alla 

membrana utilizzando un voltaggio costante di 100 V per 60 
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minuti o un amperaggio di 150 mA per tutta la notte a 4°C e sotto 

agitazione. 

Le proteine trasferite possono essere sottoposte ad ulteriori analisi. 

Si controlla il trasferimento avvenuto mediante la colorazione 

della membrana di nitrocellulosa con Rosso Ponceau, e si procede 

con esperimenti di immunorivelazione.  

Nella fase successiva al trasferimento, la membrana viene incubata 

per 1 ora prima in una soluzione di blocking (TBS-BSA(5%)-

Rosso Fenolo o 5% non fat dry milk sciolto in TBS (Tris-HCl 

20mM pH 705, NaCl 0.15 M) utile a minimizzare le interazioni 

aspecifiche saturando i siti di legame disponibili, e poi in una 

soluzione di antisiero (anticorpo primario) diluita in modo 

opportuno, per esempio 1 - 3 µg/ml, nello stesso tipo di soluzione 

utilizzata per il blocking (i protocolli relativi hanno consigliato le 

migliori condizioni di utilizzo). Dopo successivi tre lavaggi in 

TTBS 1x (Tris-HCl 20 mM pH 7.5, NaCl 0.15 M, 0.05% Tween) 

la membrana è stata incubata per 1 ora in una soluzione contenente 

l’anticorpo secondario (se ne utilizzano differenti in dipendenza 

dalla specie dalla quale è stato estratto l’anticorpo primario) in 5% 

non fat dry milk alla diluizione richiesta. Si effettua un ulteriore e 
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accurato lavaggio del filtro, che è quindi pronto per la fase di 

rivelazione. Gli anticorpi secondari sono accoppiati alla 

perossidasi di rafano. Per la rivelazione, la membrana è stata 

incubata per 2 minuti con le due soluzioni di rivelazione (H2O2 e 

luminolo) in rapporto 1:1. La perossidasi di rafano, in presenza di 

H2O2, catalizza l’emissione di luce tramite ossidazione del 

substrato organico (luminolo). Il kit utilizzato per la reazione di 

chemioluminescenza è della PerkinElmer Life Science, Inc. A 

questo punto la membrana è stata sottoposta ad esposizione 

autoradiografica per diversi tempi, a seconda dell’intensità del 

segnale atteso, e la lastra impressionata è stata sviluppata mediante 

immersione, in camera oscura, nel liquido di sviluppo. 

 4. Anticorpi utilizzati 

Gli anticorpi utilizzati sono stati: anti-B-catenina (610153), fornito 

da Becton Dickinson (BD Transduction Laboratories, Heidelberg, 

Germania ) ed anti-tubulina (T9036) dalla Sigma Chemical 

Company ( St. Louis, MO). 
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RISULTATI 

 

Immunoistochimica ß-catenina 

Delle 75 pazienti con carcinoma dell’endometrio 30 (40%) 

presentavano un incremento ß-catenina nucleare. 

Delle 85 pazienti del gruppo di controllo (50 con endometrio 

normale e 35 con iperplasia), 5  pazienti (5%) con endometrio 

normale presentavano un’aumentata espressione di ß-catenina 

nucleare e 7 pazienti (20%) con iperplasia presentavano 

un’aumentata espressione di ß-catenina nucleare 

 

 

FIGURA 7 Immunoistochimica ß-catenina. Le cellule tumorali 
mostrano un’intensa positività per ß-catenina a livello nucleare. 
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Western blot di ß-catenina  

L’analisi mediante Western blot di beta catenina ha evidenziato 

una riduzione della quota di ß-catenina in forma fosforilata nei 

tumori rispetto ai gruppi di controllo (carcinoma dell’endometrio 

vs patologia endometriale benigna).   

 

 

 

 
 

 

 
 
I dati anche se interessanti, risultano ancora esigui. Saranno 

necessari ulteriori studi al fine di chiarire in che modo l’aumentata 

espressione di ß-catenina può in qualche modo intervenire nei 

meccanismi di carcinogenesi del carcinoma dell’endometrio. 

 
 
 

Livelli di fosforilazione di beta catenina in tessuti normali, in iperplasie e cancri dell’endometrio
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DISCUSSIONE 
 
 
Abbiamo osservato che l’espressione di COX2 è aumentata in una 

larga percentuale di carcinoma dell’endometrio e che tale 

espressione può essere associato con alcune caratteristiche clinico-

patologiche del tumore.  

COX2 è overespressa nelle cellule di carcinoma endometriale in 

accordo a quanto riportato in altri dati della letteratura.(57,58,59) 

 La overespressione di COX2 nell’iperplasia è ancora un dato da 

verificare.(57,58)  

D’altra parte il progressivo aumento nell’espressione di COX2 da 

epitelio normale alle lesioni precancerose fino al carcinoma è stato 

osservato in altri tumori epiteliali, il che suggerirebbe un  ruolo di 

COX2 nello sviluppo e nella progressione tumorale. 

Non si conoscono ancora bene quali siano i meccanismi con i 

quali ciò si verifica. 
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Abbiamo osservato che la positività di COX2 è maggiore nei 

tumori dell’endometrio a bassa differenziazione rispetto a quelli 

moderatamente e ben differenziati. 

Questi risultato confermerebbero ciò che è stato riportato già 

precedentemente in letteratura riguardo al carcinoma  

dell’endometrio e della prostata, suggerendo che la maggiore 

positività a COX2 è può identificare una maggiore aggressività del 

tumore.(60) La positività a COX2 inoltre è risultata maggiore nei 

tumori con coinvolgimento cervicale o extrauterino rispetto a 

quelli limitati al corpo dell’utero così come è risultata maggiore 

nei tumori dell’endometrio con coinvolgimento del miometrio 

superiore al 50% rispetto a quelli con coinvolgimento 

dell’endometrio inferiori al 50%. 

Ciò risulta essere in contrasto con la maggior parte dei dati 

presenti in letteratura.(54)  

Cao et all (54) hanno infatti osservato che l’espressione di COX2 è 

aumentata in maniera significativa sia nei carcinomi 

moderatamente differenziati sia in quelli scarsamente differenziati. 

Joet et al.(54) hanno sottolineato che la positività di COX2 non era 

associata in maniera significativa con alcuna caratteristica clinico-
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patologica (stadio FIGO, grading, grado di inasione miometriale, 

metastasi linfonodali). 

Lo stesso è stato osservato da Fujwaki et al.(54) 

I nostri dati concordano al contrario con i dati di Ferrandina et 

al.(54) che hanno riscontrato che la positività di COX2 è maggiore 

nei tumori scarsamente differenziati rispetto a quelli 

moderatamente e ben differenziati. D’altra parte è stato anche 

osservato che i tumori dell’endometrio con invasione miometriale 

superiore al 50% presentano una più elevata espressione di COX2 

rispetto a quelli con invasione miometriale inferiore al 50%. Non è 

stata dimostrata alcuna correlazione tra il coinvolgimento 

linfonodale e i livelli di positività di COX2.  

 In questo studio abbiamo inoltre  osservato che l’espressione di  

ß-catenina nucleare  è maggiore nei carcinomi dell’endometrio 

rispetto all’iperplasia e all’endometrio normale così come nel 

carcinoma dell’endometrio rispetto all’iperplasia e all’endometrio 

normale vi è  una contemporanea diminuzione della fosforilazione 

di beta catenina. Ciò comporterebbe un aumento della quota di 

beta catenina attiva, responsabile a sua volta della attivazione di 

alcuni geni coinvolti nella proliferazione cellulare. 



 65

L’osservazioni che nel carcinoma dell’endometrio vi è in 

contemporanea un aumento dell’espressione di COX2 di ß-

catenina nucleare farebbe supporre,  in analogia a quanto si 

verifica nel cancro del colon, che l’aumento di COX2 potrebbe 

costituire un primo step dei meccanismi di carcinogenesi del 

tumore dell’endometrio potenziando il pathway di beta catenina. I 

dati a riguardo non sono però ancora sufficienti. 

   In definitiva, possiamo affermare che sono necessari ulteriori 

studi su un più ampio numero di pazienti per chiarire in che modo 

le COX2 intervengono nell’eziopatogenesi del cancro 

dell’endometrio.  

Il dato in esame, comunque, suggerisce l’utilizzo di inibitori 

selettivi di COX2 come nuovo approccio terapeutico del cancro 

dell’endometrio. 
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