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RESUMEN

El Colombia, el cancer del seno es una enfermedad que en
grado de morbi/mortalidad ocupa el tercer lugar después del
cancer de cérvix y de estémago.

En promedio, las células tumorales del céncer del seno
presentan receptores estrogénicos del orden del 60% al 75% en
mujeres premenopdusicas y del 80% al 85% en postmeno-
pausicas. Es por tanto de vital importancia nuestra participa-
cién en el desarrollo de nuevos medicamentos con actividad
antitumoral.

Actualmente el tratamiento del cancer de seno involucra
quimioterapia, radioterapia, cirugia y terapia antihormonal. A
nivel de esta iltima se cuenta con el tamoxifén, tnico
antiestrogenodisponible a nivel clinico que actiiacompitiendo
por los receptores del estradiol a nivel intracelular.

El presente trabajo describe la actividad de los siguientes
compuestos de origen esteroidal: 4-nitro-3,17-epidihidroes-
tratrieno (/); 3-metoxi-4-nitro estradiol (2); 3, 11, 17pB-
estratriol (3); 3,11B, 17 estratriol (4) y 3,17-epidihidroxies-
tratrien-11-ona (5).

Laactividad de estos compuestos fué valoradainicialmen-
te a través de su toxicidad en larvas de Artemia salina y
posteriormente midiendo sus efectos en la linea tumoral de
cancer del seno MCF-7. Esta linea es la mds utilizada en
estudios “in vitro” porque conserva la mayoria de las caracte-
risticas de una célula epitelial de origen tumoral.
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En ambos bioensayos el unico compuesto que presentd
actividad (p < 0.05) fué el compuesto 4. En la linea celular
MCEF-7 el compuesto 4 produjo estimulacién del crecimiento
pero fué altamente toxico para las larvas de Artemia salina.

Existe un sincronismo entre los dos ensayos. Mientras la
evaluacion de la Artemia salina permite valorar el grado de
toxicidad del compuesto en prueba, el experimento en la linea
celular “in vitro” establece mds detalladas caracteristicas de su
actividad.

SUMMARY

In Colombia breast cancer is an illness that in degree of
mobility / mortality occupies third position after cervix and
gastric cancers.

On average, breast cancer cells display estrogenic receptors
of the order of 60-75% in premenopausic women, and 80-85%
in postmenopausic women respectively. For this reason, our
participation in the development of new antitumor drugs is of
vital importance.

Breast cancer treatment includes chemotherapy
radiotherapy, surgery and antihormonal therapy. Tomoxifen,
the only antiestrogen thatis currently used in clinical treatment,
competes for the estrogen receptor at the intracelular level.

This paper describes the activity of the following
compounds: 4-nitro-3,17-epidihydroestratriene ( / ); 3-metoxy-
4-nitro estradiol (2); 3, 11a, 17B-estratriol (3); 3,113, 178
estratriol (4) and 3, 17-epidihydroxyestratrien-11-one (5)

The activity of theabove compounds was initially evaluated
through the toxicity assay using the shrimp Artemia salina and
further by mesuring their effects on the breast cancer cell line
MCEF-7. This line is the most widely used because it preserves
the mayority of features of an epithelial cell of tumor origin.

In both assays compound 4 was the only one that have
activity (p < 0.05). In the breast cancer cell line MCF-7 this
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compound (4) show growth stimulation and in the brine shrimp
dssay was very toxic.

There exists a sincronism between the two assays. While
the test with Artemia salina is useful for determination of
overall toxicity level of a given compound, the “in vitro” assay
a closer approximation of its activity.

INTRODUCCION

EnColombiay en otros paises occidentales laincidencia de
cancer de seno ocupa uno de los primeros lugares en las tablas
de morbi/mortalidad (1, 2, 3, 4). La incidencia estd aumentan-
do de una manera incontrolable (2, 3, 4, 5), estimdndose que
una de cada nueve mujeres desarrollard esta enfermedad y que
a pesar del diagndstico temprano, de los medicamentos y
nuevos procedimientos para su tratamiento, la mortalidad
debidaaestaenfermedad es inaceptablemente alta (6). Cuando
el cancer de seno se presenta en pacientes jévenes la sobrevida
es mucho mas corta (7)

La presencia o ausencia de metdstasis es un punto de gran
importancia, pues la sobrevida a los 10 afios en pacientes que
no presentan compromiso de nédulos axilares, es de un 75%,
mientras que las pacientes que los presentan tienen una tasa de
sobrevida, en este mismo periodo, de s6lo 30%. Igual porcen-
taje se presenta cuando el tamaiio del tumor es mayorde 10 cm
y/o no hay presencia de receptores estrogénicos y de
progesterona (8, 9).

El céncer de seno presenta una fuerte dependencia de las
hormonas esteroidales (10, 11, 12) especialmente de los
estrégenos, para los cuales se encuentran receptores en la
mayoria de las células tumorales (13, 14, 15, 16, 17, 18, 19)

El porcentaje de receptores encontrados en tunores de seno
de mujeres premenopdusicas, ha llegado a ser de un 60% y en
mujeres psotmenopdusicas de un 80% (7, 20), por lo tanto la
presencia de estos receptores hace mds sensibles a las pacien-
tes a los efectos proliferativos de los estrégenos o a los efectos
antiproliferativos de los antiestrégenos (21)

Actualmente el tratamiento del cdncer de seno se realiza
por medio de cirugia, radioterapia, quimioterapia y terapia
hormonal, dependiendo del cuadro clinico patolégico de cada
paciente. A nivel de la terapia hormonal el antiestrégeno de
eleccidn es el tamoxifen, ¢l cual bloquea la accién mitogénica
de los estrégenos compitiendo por el receptor estrogénico y
aunque el periodo de sobrevida de las pacientes mejora y la
presencia de efectos secundarios no es tan frecuente, las
pacientes terminan haciendoresistencia (22, 23), por lo tanto,
anivel de laterapia antiestrogénica todavia hay mucho camino
por recorrer para hallar otros compuestos antiestrogénicos
mds adecuados.

Los antihormonales tedricamente pueden actuar en los
pasos que ocurren para que se active el material genético (13,
24, 25, 26) o bloqueando las proteinas producidas por las
células tumorales, las cuales podrian actuar como estimuladoras
del crecimiento.

Varios compuestos antiestrogénicos estdn siendo evalua-
dos en la clinica, pero casi todos los antiestrégenos presentan
una débil actividad como agonistas estrogénicos (27, 28) lo
cual desencadena fracasos en el tratamiento a mediano y largo
plazo (29, 30, 31)

El antiestrégeno actualmente utilizado como terapia de
eleccionenel cdncerdesenoesel tamoxifen (32,33, 34)el cual
prolongala vidade las pacientes que lo reciben (35). Laaccién
de este compuesto se hace por competencia directa con el
estrdgeno por el receptor y por la accién de su metabolito, el
4-hidroxitamoxifen, el cual presenta mayor actividad que el
tamoxifen (11)

El tamoxifen sufre un extenso metabolismo (36) en el
organismo que incluye reacciones de desmetilacidn,
hidroxilacién, isomerizacién, desaminacién y desalquilacién.
Algunos de sus metabolitos actian como antiestrégenos (N-
desmetil tamoxifen, trans hidroxi tamoxifen) mientras que
otros presentan actividad estrogénica como es el caso del cis
hidroxitamoxifen y el bifenol (28, 33).

Entrelos efectos indeseables de los antiestrégenos, incluido
el tamoxifen, se han encontrado: estimulacién en el desarrollo
del carcinoma endometrial (37, 38, 39); aumento de la
esteroidogenesis en mujeres premenopdusicas, luego de un
tratamiento prolongado (40, 41); nduseas, vomito, oleadas de
calor, cefalea, retencién de liquidos, disminucién en la activi-
dad dealgunascélulasdel sistema inmune (35,42,43, 44, 45).
En un grupo de 600 pacientes que habian recibido dosis bajas
de tamoxifen, todas presentaron toxicidad ocularexpresadaen
la disminucién de la agudeza visual y edema macular bilateral
(46). Algunos autores consideran que el efecto protector
contra problemas coronarios de los esteroides se pierde,
aumentando el riesgo con el usode antiestrégenos. También se
presenta disminucién de la antitrombina III, lo cual expone al
paciente a presentar problemas trobéticos.

El mayor problema con los antiestrégenos actuales es que
presentan, con el curso del tiempo, resistencia (22, 23,47, 48,
49). Este fenémeno es importante de considerar pues se est4
planteando la posibilidad de usar dosis bajas de tamoxifen
como medida profilctica en pacientes con alto riesgo de
presentar cancer de seno (50, 51).

Con este panorama se puede apreciar la importancia que
tiene el hallazgo o el disefio de nuevos antiestrégenos, que
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permitan al paciente no soln una mayor sobrevida, sino tam-
bién una mejor calidad de vida.

En el presente trabajo se valora la actividad “in vitro” de
cinco compuestos de naturaleza esteroidal, cuyas estructuras
se muestran a continuacion.

3-metoxi-4-nitro estradiol (2)

3, 11 alfa, 17 beta-estratriol (3)

3, 11 beta, 17 beta estratriol (4)

3, 17-epidihidroxiestratrien-11-ona (5)

La actividad se valoré en la linea celular de cdncer de
seno MCF-7 (52, 53, 54, 55, 56) y se comparardn los
resultados con los que se obtengan al probar, estos mismos
compuestos, sobre las larvas de Artemia salina (57).

MATERIALES Y METODOS

Los compuestos fueron sintetizados en la Walker Research
Institute por el Dr. Eduardo Palomino y la linea celular MCF-
7 fué aportada por el Dr. Eduardo Palomino, investigador del
Walker Cancer Institute, Detroit, Michigan. Las células se
crecieron en monocapa, en frascos de cultivo de 75 mL en
incubadora a una temperatura de 37°C y 5% de CO..

Se utiliz6 el mediode cultivo RPMI 1640 90% y 10 % del
volumen restante era suero de caballo (50%) y suero de
becerro(50%), soluciéonde Hank, tripsinaEDTA, L-glutamina,
soluciones con antibidticos que contenia 100 000 Ul de
penicilina G por mL y 10 mg de estreptomicina por mL.

Las larvas de Artemia salina, se obtuvieron en el laboratorio
de acuerdo con la metodologia informada en la literatura (59).
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En primer lugar se valoré el crecimiento de la linea celular
MCEF-7y de laArtemia salina, bajo las condiciones existentes
en el laboratorio. Asi mismo se evalué la incidencia de la
adicién de antibidtico y dimetilsulféxido (DMSO) sobre la
linea celular MCF-7 y la Artemia salina.

La preparacion del medio RPMI-1640 se efectué de la
siguiente manera:

A. Preparaciéon de la solucién. Se miden 55 L de agua
destilada, que corresponde al volumen en que se debe disolver
el medio que viene en polvo, agregar al medio en polvo a el
90% del volumen total de agua destilada y agitar suavemente.
Se agregan 2 g. de bicarbonato de sodio por cada litro de
medio, se completa el volumenfinal, agregando agua destila-
da, asegurarse de que todo el medio esté bien disuelto. Ajustar
elpH de la solucién a7.1 con 4cido clorhidrico 1No hidréxido
de sodio IN. El pH aumenta de 0.1 a 0.3 unidades durante el
proceso de filtracion, en el cual se pierde CO,.Esterilizar la
solucién en una campana de filtracién, con filtro que posee
poros de 2 mp de didmetro. El procedimiento se hace bajo
presién positiva. Recolectar 440 ml de medio filtrado en
botellas de vidrio transparente de una capacidad de S00mL. Se
almacenan las botellas a 4°C.

B. Adecuacién de la solucién anterior para ser utilizada
como medio de cultivo. Se toman 440 mL de la solucién
anterior y se calientan a 37°C por 15 minutos. Se agregan 50
mL de suero, el cual contiene un 50% de suero de becerro y
un 50% de suero de caballo, previamente calentados a 37°C
por 15 minutos. Se adicionan SmL de la solucién de antibiético
con penicilina/estreptomicina, obteniéndose un volumen total
de 500 mL.

La preparacién de la solucién balanceada de Hank se
realizé de la siguiente manera: se pesan 9.5 g porlitro de agua
destilada a preparar.Se agregan al 90% del volumen de agua
destilada a preparar, la cual debe preferiblemente estar a una
temperatura entre 15-20°C y se agita suavemente. Agregar
0.35 g. de bicarbonato de sodio por litro de solucién y agitar
suavemente hasta que se disuelva completamente. Ajustar el
pH de la solucién a 7.0 utilizando HCI 1IN o NaOH 1IN .
Esterilizar la solucién con un filtro que tiene una membrana
con unos poros de 2 mp. Tomar 2 ml de la solucién estéril y
ponerlos en un frasco de cultivo a incubar por 24 horas para
valorar la posible contaminacién bacteriana.Almacenar la
solucién a 4°C

Parala preparaciénde la glutamina se toman 5,844 g de L-
glutamina y se colocan en un matraz de 250 mL.Se agregan 150
mL de agua destilada. Se disuelve agitando suavemente y se
mantiene un pHde 7.0 utilizando NaOH 0.5 M. Se completa
el volumen a 200 mL con agua destilada. Se determina

nuevamente el pH y se ajusta a 7.2 con NaOH 0.5N. La
solucién se filtra por medio de una unidad desechable que
contiene una membrana con poros de 2 mu de didmetro. Se
almacena la solucién a 4°C.

Preparaciénde latripsina. Se toman4 mL de la preparacién
comercial Tripsina-EDTA(10X). Se agregan 36 mL de solu-
cion de Hank. Se almacena a una temperatura comprendida
entre -5°C y -20°C.

Pasaje de las células en monocapa. Tomar la botella del
medio de cultivo y latripsina de laneveray colocarlas a37°C
en bafio de Maria por 30 minutos. Remover las células de la
incubadora, las cuales se encuentran a una temperatura de
37°C y una concentracién de CO, del 5%. Llevar reactivo
biolégico, medio y material a la cdmara de flujo laminar.
Decantar el medio que estd dentro de la botella de cultivo
dentro de un recipiente estéril, utilizando una pipeta o vertien-
do directamente el contenido. Agregar 5 o 10 mL de tripsina
de acuerdo al tamatfio del frasco (25 o0 75 mL respectivamente).
Llevar células a la incubadora y dejarlas por 3 minutos. Sacar
células de la incubadora y observar que se hayan desprendido
agitando la botellade cultivo. Agregar 5 0 10 mL del medio de
cultivo para neutralizar la tripsina (la cantidad de medio
colocada siempre debe ser igual a la cantidad de tripsina
usada). La suspensién se remueve con una pipeta y se coloca
en tubos para centrifuga de 15 mL.Se centrifuga a4 °Ca 1500
rpm. por 5 minutos. Se desechael sobrenadante y seresuspende
el sedimento en 5 mL de medio. Se centrifuga nuevamente a
4°C, 1500 rpm. por 5 minutos.Se desecha el sobrenadante. Se
resuspende nuevamente el sedimento en 5 mL. de medio de
cultivo. En un tubo estéril de SO mL. se coloca la suspensién,
se homogenizé pipeteando varias veces. Se toman 0.5 mL de
la suspensién homogeneizada parael conteo y la valoracién de
la viabilidad. Se toman 10 pL y se colocan en unade las ranuras
de la cdmara para conteo de células. Se toman 20 pL de la
suspensién celular y se mezclan con 20 pL de azul tripano. De
esta mezcla se toman 10 pL y se colocan en la otra ranura de
la cdmara para conteo de células. Utilizando la siguiente
férmula se podra saber cuantas células hay por mililitro.

(Nimero de células contadas / Numero de cuadrantes
contados) x 104

Las células coloreadas con azul de tripan, se cuentan de la
misma forma y ademds se considera el nimero de células que
se colorearon (células muertas) y se expresa el % de muertas
con relacién al niimero total de células contadas. Este valor
corresponde al % de viabilidad.

De Ia suspension anterior se toma 1 mL y se completa con
4 mL de medio para frascos de 25 mL 0 9 mL para frascos de
75 mL. Seincubana 37°Cy aunaconcentraciénde CO, del 5%
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por 5 dias, hasta que la monocapa sea confluente.Cambiando
de medio de cultivo cada tercer dia. Pararealizar el cambio del
medio de cultivo, se sacan las botellas de cultivo de la
incubadora, se desecha el medio en un recipiente estéril. Se
agregan 5 o 10 mL de nuevo medio, el cual ha sido previamente
calentado a 37°C. Se llevan las botellas de cultivo nuevamente
ala incubadora a 37°Cy CO, .

Desprendimiento de las células de los pozos. Luego de
sembrar las células en cada pozo de la placa y dejar que la
sustancia problema actué, es necesario desprender las células
del fondo de cada pozo para hacer su conteo y valorar su
viabilidad. Primero se retirael medio de cultivo poraspiracién
con un gotero pldstico.Se agregan 0.5 mL de Tripsina a cada
pozo y se deja actuar a esta, por 3 minutos, dentro de la
incubadora a 37° Cy a 5% de CO,. Se retira placa de cultivo
delaincubadoray se agregan 1.5 mL de medio. Se homogeniza
lasuspensién anterior y se toman 10 mL para el hemocitémetro
y 10 mL para valorar la viabilidad.

Crecimiento de la linea celular MCF-7. Para conocer el
comportamiento del crecimiento celular bajo las condiciones
del experimento se procede de la siguiente manera: se siem-
bran 16 pozos con 200.000 células en 2 mL de medio de
cultivo. Cada 12, 24, 33 y 48 horas se toman 4 pozos y se
desprendenlas células, se cuentany se les valora la viabilidad.

Cultivode las larvas de Artemia salina. Colocar los huevos
dentro de un recipiente pldstico de 11.3 cm de alto, 9.5 cmde
largoy 10.5 cm de ancho .Agregar una solucién de agua de
mar preparada en el laboratorio con 37g de sal de mary un litro
de agua destilada. Cubrir el recipiente con una tapa que tiene
en el centro un orificio de un didmetro de 4 cm. El agua debe
llegar hasta este orificio.Se coloca aireacidn a el recipiente
utilizando una de las salidas de aire en el laboratorio, a la cual
se le conecta un tubo plastico y su extremo se une a un filtro
poroso que se coloca dentro del recipiente para cultivo de las
larvas. Se toma un frasco pldstico cilindrico de 7.5 cmde alto,
4.7 cm de didmetro, de color transparente y con tapa plastica
que tiene un orificio en el centro de 0.5 cm, el cual contiene
agua de mar y se coloca invertido dentro del orificio de la tapa
del recipiente donde se colocaron los huevos de Artemia
salina; 48 horas después se inicia la recoleccion de las larvas,
utilizando una pipeta Pasteur 5 3/4 pulgadas se toman larvas
del recipiente de recoleccion y se colocan en un acuario ( tubo
de vidrio tapa rosca de 8 mL de capacidad, 6 cm de altoy con
un didmetro de 1.2 cm) que contiene 5 mL de agua de mar. Se
colocan 10 mL de la solucién de el compuesto a probar y se
hace lectura a las 24 horas. La temperatura a la que se
desarrollaron fue a 72° F

Evaluacién del efecto del antibiético presente en el medio
de cultivo sobre el crecimiento de la linea celular MCF-7. Se

siembran 16 pozos con 200.000 células en 2 mL de medio de
cultivo para valorar la activad del antibiético. 4 pozos tienen
medio de cultivo y antibidtico y los 12 restantes estdn libres
de antibidtico. A las 12, 24, 33, y 48 horas se hace conteo de
las células y la viabilidad en cada uno de los 4 pozos seleccio-
nados para cada uno de los tiempos establecidos.

Evaluacién del efecto del dimetil sulféxido sobre el creci-
miento de la linea celular MCF-7. Se siembran 16 pozos con
200.000 células cada uno en 2 mL de medio de cultivo.En 4
pozos seleccionados al azar se colocan las células en 2 mL. de
RPMI sin agregarles DMSO, mientras que en los restantes se
agrega a cada uno DMSO a la concentracién utilizada cuando
se prueban los compuestos en estudio. Se toman 4 pozos en
cada uno de los siguientes intervalos de tiempo: 12, 24,33 y
48 horas y se cuentan las células para valorar multiplicacién
celular y viabilidad de las mismas.

Evaluaciénde la actividad de los compuestos. Para valorar
la actividad inhibitoria se toman las concentraciones 10°M,
10*M, 10*M Y 10°M y paravalorar la actividad estimulatoria
se toman concentraciones 10°M, 10*M, 10"°M y 10"°M de
cada uno de los compuestos. En cada pozo se siembran
200.000 células, las cuales estdn suspendidas en 2 mL de
medio de cultivo. 12 horas mas tarde se agregan a cada pozo
20 mL de el compuesto a probar, disuelto en dimetilsulfoxido
(DMSO). 12 horas después de haber colocado el compuesto a
probar se procede a la lecturadel nimero de células y a valorar
la viabilidad en cada uno de los pozos.El experimento se hace
por duplicado y se repite en tres tiempos diferentes.

Todas las pruebas se hacen por duplicado y se repiten en
tres momentos diferentes. El andlisis estadistico se hizo utili-
zando el test de Duncan con una p< 0.05 y un grado de
confianza del 95%.

ANALISIS DE RESULTADOS

Evaluacion del efecto del DMSO sobre la linea celular
MCEF-7. Enlas condiciones experimentales del laboratoriono
se observé una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) del crecimiento celular al adicionar el DMSO a las
concentraciones utilizadas en el ensayo.

Evaluacion del efecto de los antibidticos presentes en el
medio de cultivo sobre el crecimiento de la poblacion celular
MCEF-7. En las condiciones del experimento no se presentan
diferencias estadisticamente significativas ( p < 0.05) entre el
crecimiento de lapoblaciéncelular en presenciade antibidtico
oen ausenciadel mismo, aunque al analizar los resultados, con
respecto a tiempo se observa una diferencia en el crecimiento
a las doce horas, con respecto a los otros tiempos, lo cual se
podia explicar por las condiciones locales del experimento.
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Inhibicion del crecimiento de la linea celular MCF-7 por
la adicion de los compuestos de prueba. Analizando los
resultados de cada uno de los compuestos y utilizando un
disefio de bloques al azar se aplicé un test de estadistica no
paramétrica con una p < de 0.05 y un grado de confianza del
95% y se obtuvieron las siguientes resultados: al considerar el
efecto de la variable concentracién tinicamente se observa que
la concentracién 10-2M presenta un posible efecto inhibitorio
en todos los compuestos, mientras que las otras concentracio-
nes no se diferencian entre si significativamente, con respecto
ala poblacién celular . Estudiando dnicamente el efecto de la
variable compuesto se observa la formacién de un grupo
constituido por los compuestos (2 ) y (4) los cuales, presentan
un probable efecto de crecimiento so..e la poblacién celular,
mientras el otro grupo estd conformado por los compuestos
(1), (3), (5), y tamoxifen grupo que no presenta una accién
inhibitoria o estimulante del crecimiento celular que sea
estadisticamente significativa.

Al analizarla variable compuesto-concentracién frente ala
poblacién celular se observa que el compuesto (4) a la con-
centracién 10 M presenta un efecto estimulatorio sobre el
crecimiento de la poblacién celular. Se observa que la activi-
dad de los compuestos como inhibidores de la poblacién de
células MCF-7, no es estadisticamente significativa.

Estimulacion del crecimiento en la linea celular MCF-7.
Analizando la variable concentracién cruzada con la variable
compuesto se observa que el compuesto (2) a la concetracién
10*M presenta una actividad estimulatoria del crecimiento de
la poblacién celular que es significativamente diferente a los
otros compuestos, seguida por el compuesto (4) auna concen-
tracién 10"2M.

Considerando tinicamente la variable tratamiento, tam-
bién se observa como los compuestos (2) y (4) se diferencian
de manera significativa ( p< 0.05) del resto de compuestos,
presentando una accién estimulante del crecimiento de la
poblacién celular.

Evaluacionde los compuestos en el bioensayo con Artemia
salina. La variable considerada fué el porcentaje de mortali-
dad, observdandose que los compuestos (4) y el tamoxifen
(utilizado como control positivo) presentan una mortalidad
estadisticamente significativamente sobre la Artemia salina a
las concentraciones de 10M para el primero y a las concen-
traciones 102 My 10M para el segundo (p <0.05), mientras
que el compuesto (3) no presenta ninguna actividad. Ademas
los compuestos (2) y (3) a concentraciones de 10-*M al parecer
no presentan mortalidad significativa sobre la poblacién de
Artemia salina, mientras que a concentraciones de 10?M la
mayoriade los compuestos reflejan algin grado de mortalidad,
que no es estadisticamente significativa.

)
~J

CONCLUSIONES

Los compuestos estudiados no presentaron una accion
inhibitoriadel crecimiento, estadisticamente significativa, sobre
la linea celular MCF-7.

La actividad inhibitoria en la linea celular, de algunos
compuestos, considerando sélo la variable concentracion, se
manifest a concentraciones de 10°M. Concentracién consi-
derada muy alta e indicadora probablemente de una respuesta
muy inespecifica, pues probablemente para lograr estas con-
centraciones en animales o humanos se necesitarian cantida-
des de el compuesto supremamente grandes, lo cual aumenta-
ria los efectos toxicos del compuesto.

Los bioensayos con Artemia salina y con lineas celula-
res detectaron una probable actividad del compuesto 3, 11
beta, 17 beta estratriol (4), pero dando mas informacién la
prueba con la linea celular, pues ésta permitié observar un
probable efecto estimulatorio del compuesto a concentracio-
nes que se esperaban fueran inhibitorias.

El bioensayo con “Artemia salina” al parecer detecta
un amplio rango de actividades, sin precisar que clase de
actividad , mientras que con la linea celular se detecta la
actividad y ademas se puede caracterizar un poco mejor.

El compuesto 3, 11 beta, 17 beta estratriol (4) actué
como estimulador delcrecimientode la lineacelular MCF-7 en
concentraciones de 10°M hasta 10*M

En el bioensayo con Artemia salina los compuestos 3,
11alfa, 17 betaestratriol (3),4-nitro-3, 17-epidihidroestratrieno
(1), 3-metoxi-4-nitro estrauiol (2) y el 3, 17-epidihidroxi-
estratrien-11-ona (5) no mostraron actividad estadisticamente
significativa.
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