Puesta al dia acerca de NOMAC
El Acetato de Nomegestrol (NOMAC) suprime in vitro e in vivo la proliferacion
de las células del cancer endometrial(RL95-2), relacionadas con la expresiéon

de SUFU y Wnt7a
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En este estudio se investigo los efectos del NOMAC (Acetato de Nomegestrol) in vitro e in
vivo en las células provenientes del cancer endometrial.

Introduccién

El cancer endometrial es una de las patologias ginecoldgicas malignas mas frecuentes. Su
incidencia ha aumentado de manera significativa a lo largo del mundo, especialmente en los
paises desarrollados.

El adenocarcinoma endometrioide forma parte del 80% de los canceres endometriales y un
5-14% de las mujeres afectadas son menores de 40 anos. El prondstico de este cancer es
mas favorable en aquellas mujeres que se encuentran en edad fértil ya que suelen tener
tumores bien diferenciados o una invasion endometrial ausente o minima. Todas estas
caracteristicas pertenecen al cancer endometrial tipo | (positivo para estrégeno y
progesterona).

El tratamiento que se suele llevar a cabo es la cirugia con terapia adyuvante (ej. progestin,
radioterapia y quimioterapia). A pesar de que la anexohisterectomia total suele llevar a la
remision completa y tener buen prondstico a futuro, esta intervencion lleva a la infertilidad,
por lo que es necesaria la utilizacion de otros tratamientos, especialmente en aquellas
pacientes que todavia desean preservar su fertilidad.

Este tipo de cancer ha sido tratado con varios derivados de la progesterona como el MA
(acetato de megestrol) y el MPA (acetato de medroxiprogesterona). Este ultimo predispone
a la formacion de trombos, motivo por el cual debe ser suspendido inmediatamente al
momento de producir patologias como infarto cerebral, infarto agudo de miocardio o trombo
embolismo pulmonar. Ademas se han reportado casos de recurrencias y otros en los que el
tratamiento no fue totalmente efectivo.

El NOMAC o Acetato de Nomegestrol es un progestageno derivado de la 19
norprogesterona, que se caracteriza por ser muy potente. Se une de manera altamente
selectiva al receptor de la progesterona. Presenta efectos antiestrogénicos a nivel del
endometrio, y actividad antigonadotropica sin propiedades androgénicas o glucocorticoideas
como el acné, el hirsutismo y la retencion de liquidos.

Ha sido utilizado satisfactoriamente para el tratamiento de ciertos trastornos ginecoldgicos
hormonodependientes como alteraciones menstruales, dismenorrea, y sindromes
premenstruales. También fue usado como terapia de reemplazo hormonal en combinacion
con estradiol para el alivio de sintomas propios de la menopausia. Combinado con estradiol
también pudo lograr la anticoncepcién con un control adecuado del ciclo menstrual y un
buen nivel de seguridad. NOMAC no aumenta el riesgo de cancer de mama y se sospecha
que podria evitar su aparicion.

Para estudiar in vitro el efecto del NOMAC en el crecimiento del cancer endometrial se
utilizaron dos grupos de células: las RL95-2, provenientes del cancer endometrial tipo
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I(positivo para estrogeno y progesterona) y las KLE propias del cancer endometrial tipo
li(negativo para estrégeno y progesterona). Dichas células fueron incubadas con un
gradiente de concentracion determinado de NOMAC y MPA (0, 0.3, 1, 3, 10, 30 y 100
micromoles\L) por 24, 48 y 72 horas.

También se investigo los efectos del NOMAC in vivo. Se inocularon 40 ratones con RL95-2
y aproximadamente 20 dias después el xenoinjerto fue observado en todos los ratones
inoculados. Los xenoinjertos que llegaron a un volumen tumoral de 100 mm3 fueron
divididos en 5 grupos y tratados con un solvente, MPA o NOMAC por 28 dias consecutivos.
El MPA fue administrado por via oral(100 mg\kg equivalentes con la dosis clinica de 500mg)
y el NOMAC fue administrado en dosis de 50, 100 y 200 mg\kg en los otros 3 grupos.
Ademas, para identificar los efectos del NOMAC en la expresion genética de las RL95-2 , se
realizé un analisis completo del genoma con las micromatrices o chips de DNA(microarray).1
Luego, se identifico los niveles de expresion de dichos genes a través de RT-PCR y para
confirmar la expresion de los genes, se detectaron los niveles de expresion de proteinas
codificadas a través de Western Blott.

Resultados

1. NOMAC inhibe de manera concentracién dependiente la viabilidad de las RL95-2, en
comparacion con el MPA, que no logré la inhibicion de la proliferaciéon de las
mismas(Figura 1).

1009 - NOMAC M b RL9S-Z calls
—— HOMAC 48 h
—=— MNOMAC T2 h

o MPA24h
=+ MPL 4B h
=: MPATIH

KLE c2lls

B0

404

viable call inhib@ion rate [Fe)

=204

Cancenbralicn Jumall)

Figura 1. Efectos del NOMAC y del MPA en la viabilidad de las células del cancer
endometrial(RL95-2 y KLE). En esta figura se puede observar cémo al aumentar la
concentracién del NOMAC, aumenta la inhibicion de la proliferacion celular, efecto que no
se ve en el MPA.

' Las micromatrices se utilizan para el analisis del patron de expresion de genes de cada tumor o
muestra de cualquier tejido y pueden determinar la expresion de milies de genes simultaneamente.



2. Efectos del NOMAC en la proliferacion de RL95-2 y KLE(Figura 2)
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Figura 2. Efectos del NOMAC en la proliferacion de RL95-2 y KLE. Todos los nucleos
celulares que se ven representados en azul estan tefiidos con la solucién de Hoechst33342.
La tincion con EdU se ve en verde e indica nuevo ADN sintetizado. Se puede observar
como se produjo un importante efecto inhibitorio en la sintesis de ADN en el grupo de
RL95-2 que fue tratado con NOMAC, comparado con el grupo control que no recibid
tratamiento(AB). A su vez, se evidencia la ausencia de respuesta en las KLE tanto en las
que recibieron NOMAC como en las que no(CD).

3. Efectos del NOMAC en el cDNA Microarray

El microarray fue realizado unicamente en las RL95-2 ya que, como fue mencionado
anteriormente, no hubo una respuesta significativa en las KLE ante el NOMAC.

En el estudio se identificaron 329 genes que fueron regulados positivamente (upregulated) y
400 que fueron regulados negativamente (downregulated) en comparacién con los
controles. Se encontré que los genes relacionados con la proliferacién del tumor, tal como
Wnt7a, SUFU, PTCH2 y Gli2 aumentaron de forma significativa. Posteriormente fueron
seleccionados para realizar una RT-PCR para ver si realmente habia expresion de dichos
genes.

4. Efectos del NOMAC en los niveles de expresion del gen SUFU y el Wnt7a en las
RL95-2 y KLE.
Para identificar la via que media los efectos del NOMAC en la proliferacion celular se
investigd por RT-PCR los efectos del NOMAC en los niveles de expresion de ARNm de
SUFU y Wnt7a, B catenina, PTCH2 y Gli 2. Como resultado se vio que el NOMAC aumenta
los niveles de expresion de SUFU y Wnt7a. En cambio, en las KLE, no se vio un aumento
significativo de la expresion de ARNm ni de SUFU ni de Wnt7a.



5. Efectos del NOMAC en los niveles proteicos de SUFU y Wnt7a en las RL95-2 y KLE.
Luego de confirmar el aumento de los niveles de expresion de ARNm de SUFU y Wnt7a en
las RL95-2 y no en las KLE se llevé a cabo un Western Blott para determinar el efecto del
NOMAC en los niveles proteicos de SUFU y Wnt7a. Se demostré un aumento de los
mismos de manera concentracion dependiente (en las RL95-2).

El Western Blott también fue realizado en las KLE pero, al igual que en la RT-PCR, el
NOMAC no altero los niveles proteicos de SUFU ni de Wnt7a.

6. NOMAC inhibe in vivo el crecimiento tumoral
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Figura 3. NOMAC y MPA redujeron el crecimiento de los tumores xenoinjertos con las
RL95-2. ( C) Se observa como se redujo o no el peso del tumor al final del tratamiento con
los distintos compuestos. (D) Tasa de inhibicién del crecimiento tumoral. En el gréafico se ve
representada la gran diferencia que hay en la inhibicién tumoral cuando se utilizan 200
mg\kg de NOMAC comparado con 100 mg\kg de MPA. (E) y (F)Peso relativo higado y rifidn
al final del tratamiento. La similitud en los distintos pesos luego de cada tratamiento puede
ser sugestivo que ni el NOMAC y ni el MPA generan importantes efectos adversos en estos
organos.
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Figura 4. Efectos del uso de la misma dosis (200 mg\kg) de MPA y de NOMAC. ( C)
Crecimiento tumoral al final del tratamiento. (D) Tasa de inhibicidon tumoral. Los resultados
son mucho mejores cuando se utilizan 200 mg\kg de NOMAC que con MPA.
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7. NOMAC suprime la expresién de SUFU y Wnt7a en los tejidos tumorales al igual que
lo hace in vitro.

Discusién

En este estudio se encontré que, in vitro, el NOMAC suprime de forma significativa el
crecimiento de las RL95-2 (provenientes del cancer endometrial hormono dependiente o
tipo 1) y no lo hace en las KLE, (pertenecientes al no hormonodependiente o tipo Il). Esto se
produce porque las KLE, al no expresar receptores para estrogenos y progesterona, no son
sensibles al tratamiento con progestagenos, a diferencia de las RL95-2, que si lo son ya que
expresan dichos receptores . Estos resultados, que fueron hallados analizando las tasas de
inhibicion y los valores de IC50, indicarian que el NOMAC es una opcion de tratamiento muy
prometedora para aquellos pacientes que presentan cancer endometrial tipo |,
especialmente en aquellas pacientes que presentan adenocarcinomas endometrioides bien
diferenciados y que desean preservar su Utero o ser madres.

Posteriormente, se utilizaron xenoinjertos para validar la actividad antitumoral del NOMAC.
Se pudo comprobar que el NOMAC tiene efectos concentracion dependientes mas potentes
que el MPA en la inhibicion de la progresion y el desarrollo de dichos xenoinjertos
tumorales, aunque ambos lograron reducir el tumor en mayor medida que los casos control.
Ademas, no se pudo evidenciar ninguna anormalidad tanto en el rindn como en el higado, lo
que indicaria que ni el NOMAC vy ni el MPA generan importantes efectos adversos en estos
érganos.

Realizando un analisis completo del genoma de las RL95-2, se pudo ver que hubo un
aumento de la expresion de ciertos genes como el SUFU y el Wnt7a en respuesta al
NOMAC (comparado con los casos control que no los expresan). La expresion celular de
estos genes, observada en el Microarray, se produjo tanto en las células cultivadas in vivo
como en las in vitro. Luego de realizar los microarrays se llevé a cabo la RT-PCR para
detectar la expresion del ARNm de estos genes. Tal como fueron los resultados del primer
estudio, los niveles de SUFU y Wnt7a se vieron aumentados significativamente en aquellas
células tratadas con NOMAC. Por ultimo, se llevé a cabo un Western Blott para detectar los
niveles de sus respectivas proteinas y asi poder confirmar la expresion de estos dos genes

2 Al principio del estudio se detectaron por Western Blott los niveles de ER y PR en la RL95-2 y en las
KLE.



en las RL95-2. Efectivamente, dichos niveles aumentaron. Estos resultados sugieren que la
inhibicion del NOMAC sobre la proliferacion celular de las RL95-2 podria estar relacionado
con el aumento de la expresiéon de SUFU(un inhibidor muy importante de la via de
sefalizacion Hh) y Wnt7a.

Conclusion

En las concentraciones testeadas, el mecanismo de accién del NOMAC podria estar
relacionado con la regulacién de la actividad de los genes SUFU y Wnt7a, encargados de
controlar el crecimiento del cancer endometrial tipo I, conformado por las RL95-2. Estos
resultados innovadores podrian facilitar el desarrollo de nuevas drogas para el tratamiento
de este tipo de cancer.
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