Disciplina de farmacologie (cond.: prof. dr. Gh. Feszt, doctor in medicind)
a LM.F, Tirgu-Mures

ACTIUNEA ESTROGENA
A UNOR NOI ESTERI NITRATI AI ESTRADIOLULUI *

dr. I. Kun

Esterificarea hormonilor steroizi produce de obicei modificari canti-
tative in actiunea lor (ca durati si intensitate), uneori duce insi si la
schimbéri calitative ale efectului. Astfel, in cazul estrogenilor naturali si
sintetici utilizati in terapie, esterii formati cu acid acetic, propionic, ben-
zoic, palmitic etc., administrati intramuscular sint absorbiti mult mai lent,
avind actiune prelungiti (Goodman si Gilman 1966).

In ultimii ani, la Institutul de cercetiri chimico-farmaceutice, Filiala
Cluj, au fost sintetizati o serie de nitrati de steroizi, de citre colectivul
tov. dr. docent F. Hodogan*. Dintre acestia, nitra{ii de androgeni au mani-
festat schimbiri calitative fatd de compusii de baza, disparind efectele
androgene si anabolice i aparind actiuni antiinflamatoare marcate, com-
parabile cu cele ale glucocorticoizilor (Cuparencu si colab. 1970); la unii
s-au observat gi efecte coronarodilatatoare (Cuparencu si colab. 1969).

Deoarece, dupa cunostintele noastre, nitratii estradiolului sintetizati
de colectivul amintit, n-au fost incid cercetati sub aspectul proprietatilor
biologice, ne-am propus si studiem actiunile lor estrogene si eventual
antiestrogene. Au fost cercetati doi esteri ai estradiolului: 3-acetoxi-estra-

* Autorul exprim3 multumiri tov. dr. docent. F. Hodosan pentru substantele
puse la dispozitie.
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diol-17-beta-nitratul si estradiol-3-benzoat-17-beta-nitratul (prescurtat:
AON resp. OBN).

Material 5i metodd

Cercetarile au fost efectuate pe sobolance ovariectomizate, in testul
Allen-Doisy si testul greutéfii uterine.

Atit substantele de cercetat cit si cele de referintid (estradiolul, din
Estradiol® fiole si estradiol substantd Merck, respectiv estradiol-3-benzoa-
tul din Ginosedol B® fiole) au fost dizolvate in alcool benzilic si diluate
apoi cu apa sau ulei de floarea soarelui, avindu-se grija ca in cadrul unei
experiente, atit substanta de cercetat cit si cea de referintid si aiba ace-
lasi vehicul.

In testul Allen-Doisy, substantele au fost administrate o singuri
data, in injectii s. c. respectiv prin gavaj. Un lot de animale a fost tratat
cu substanta de cercetat, al doilea lot cu substanta de referinta, iar al
treilea cu ambele, administrindu-se substantele in locuri diferite in tesu-
tul subcutanat. Pe linga acest tratament cu o doza unicd, OBN a mai fost
administrat la doud animale timp de 3 zile consecutiv, cite o injectie
pe z.

Frotiurile vaginale s-au recoltat zilnic, la aceeasi ord, si s-au colorat
cu hemalaun — fuxini acida — verde de lumini, Am considerat pozitive
acele frotiuri care au prezentat un aspect corespunzitor estrului, chiar
si In prezenta citorva leucocite pe cimp.

Testul greutdtii uterine a fost efectuat pe loturi de cite 6 animale
ovariectomizate. Greutatea uterind a animalelor tratate cu substantele de
cercetat in diferite doze, a fost comparati cu loturile martore injectate
numai cu apa distilatd, cu loturile tratate cu substanta de referinta in
diferite doze, precum si cu acele loturi care au primit ambele substante
in dozele respective. Substantele de cercetat si cele de referinta au fost
administrate zilnic, timp de 3 zile, la aceeasi ora, s.c. La 24 de ore dupa
ultima injectare animalele au fost sacrificate, uterele prelevate, fiind cin-
tirite in stare umedd cu balanti de torsiune. Am determinat greutatea
uterini relativi, raportati la 100 g/corp. Am calculat valorile medii pe
loturi, eroarea standard (ES), precum si semnificatia diferentelor dintre
diferitele loturi cu testul t al lui Student.

Rezultate

In testul Allen-Doisy actiunea 3-acetoxi-estradiol-17-beta-nitratului
a fost cercetati in urmaitoarele doze: 5, 10, 20, 25, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
150, 500, 1000 si 2000 micrograme/kg. Doza de 100 microg/kg a provocat
estru la fiecare animal tratat, starea estrald durind in medie 1,8 zile (5
animale). Estradiolul a cauzat un efect similar in doze mult mai mici,
chiar si in 5 microg/kg. Astfel, activitatea AON a fost considerabil mai
slaba decit a estradiolului. Doza de 500 microg/kg de AON a indus estru
cu o durati medie de 3 zile (10 animale), 1000 microg/kg cu o durati de
4 zile (8 animale), iar 2000 microg/kg timp de 5 zile (7 animale).

Administrat prin gavaj in doze de 4000 si 10.000 microg/kg, AON a
provocat estru cu o durati de o zi (3 animale). Substan{a n-a manifestat
proprietéti antiestrogene in doze de 1, 2, 10, 500 si 1000 microg/kg, poten-
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{ind usor chiar actiunea estradiolului (administrat in doze de 2, 5 si 10
microg/kg).

Estradiol-3-benzoat-17-beta-nitratul, cercetat in doze de 1, 5, 10, 20,
40, 100, 200 si 1000 microg/kg, a provooat starea de estru in doza de 10
mlcrog/kg, cantitate identicd cu doza activi a substantei de referinta
(estradiol benzoat). Durata estrului dupi OBN in aceasti dozi a fost de
1,4 zile (5 animale), iar dupd estradiol-3-benzoat 2,3 zile (10 animale).
Dem cele doui substante diferd doar in durata actiunii lor. Aceasti core-
latie se mentine si la 20 resp. 40 microg/kg : durata medie a estrului in-
dus de substanta cercetati a fost de 1,4 respectiv 2 zile (5 respectiv 4
animale), mai scurti ca efectul dozelor similare din substanta de refe-
rinta (3,1 zile la 11 si 3,25 de zle la 5 animale).

La dozele mai mari aceasti corelatie nu se observa; esterul dublu in
100, 200 respectiv 1000 microg/kg provocind estru cu o durati de 2,6 si
7,55 zile (media pe 3,3 respectiv 12 animale), mai lung ca estrul indus
de estradiol-benzoat in doze similare (2, 3 si 5,86 zile pe 2, 2 respectiv 7
animale). Chiar dacd primele doua rezultate nu sint luate in considerare
avind in vedere numdérul mic al animalelor tratate, rezultatele obtinute
dupa 1000 microg/kg sint convingétoare.

Animalele tratate cu substanta cercetata in doza de 1000 microg/kg/zi
timp de 3 zile pe cale s.c., au manifestat un estru prelungit de 37 res-
pectiv de 40 de zile,

Actiunea estrogend a OBN a fost prezenta si dupd administrarea lui
prin gavaj, in doze de 4000 respectiv 10000 microg/kg, provocind estru
cu durata de o z (3 animale).

Nici aceasti substanta, in doze de 100, 200 si 1000 microg/kg, n-a
manifestat efect antiestrogen fatia de estradiolul administrat in 2,5 mi-
crog/kg.

Testul greutdtii uterine. 3-acetoxi-estradiol-17-beta-nitratul, admi-
nistrat in doze de 10 si de 2000 microg/kg/zi, timp de 3 zile, a crescut
semnificativ, respectiv foarte semnificativ (0,001<p<0,01 resp. p<0,001)
greutatea uterina relativi fati de loturile martore (de la 64,3 la 118,6
resp. de la 73,1 la 214); substanta de referinta, estradiolul, in doze de 5
resp. 10 microg/kg/zi, timp de 3 zile, a indus de asemenea cresterea foarte
semnificativd a greutitii uterine (de la 64,3 la 130,9 resp. de la 73,1 la
141,9, p<0,001), efectul fiind ceva mai pronuntat ca actiunea AON, admi-
nistrat in doze de 3 ori 10 microg/kg.

Dupi administrarea concomitenti a celor doua substante, greutatea
uterinid a crescut si mai mult fati de loturile martore (de la 64,3 la 155,5
respectiv de la 73,1 la 203,3, p<0,001), cresterea raminind totusi infe-
rioard fatd de suma efectelor partiale.

In cursul testdrii actiunii uterotrope a OBN, estradiolul, utilizat ca
substanti de referintid in doze de 5 si 10 microg/kg/zi timp de 3 zile, a
dus la cresterea aproximativ dubli a greutifii uterine fatd de loturile
martore (de la 76,4 la 148,6 si de la 64,3 la 130,9, p<0,001), Substanta
cercetati, in dozd de 3 ori 1 microg/kg n-a influentat semnificativ greu-
tatea uterina (martor: 64.3, tratat 57), dar in dozi de 3 ori 1000 microg/kg
a dus la cresterea sa intensa (de la 76,4 la 184, p<0,001).

Administrarea concomitentd a celor douid substanfe a determinat o
crestere ponderala si mai intensi a uterului (de la 64,3 la 132,4 respectiv
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1. KUN: ACTIUNEA ESTROGENA A UNOR NOI ESTERI NITRATI
Al ESTRADIOLULUI
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Fig. nr. 1: Actiunea 3-acetoxi-estradiol-17-beta-nitratului (AON) asupra greutatii
uterine, Legenda: I - martor. I1 - estradiol (OD), IIl = AON, [V = OD + AON.
In prima grupa de coloane: OD = 3 ori 10 microg kg. AON = 3 ori 10 microg kg.
In a doua grupa de coloane: OD = 3 ori 5 microg kg. AON = 3 ori 2000 microg kg
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Fig. nr. 2: Actiunea estradiol-3-benzoat-17-beta-nitratului (OBN) asupra greutitii
uterine. Legenda: I - martor, II - estradiol (OD). III - OBN, IV = OD -+ OBN.
In prima grupa de coloane: OD — 3 ori 10 microg kg. OBN - 3 ori 1 microg kg.
In a doua grupa de coloane: OD = 3 ori 5 microg kg, OBN — 3 ori 1000 microg kg



de la 76,4 la 200, p<0,001), dar si in acest caz cresterea a fost mai mica
decit suma efectelor partiale.

Discutii §t concluzii

Am cercetat actiunea biologica a doi nitrati de estradiol: AON si
OBN, presupusi a fi dotati cu actiuni estrogene si eventual antiestro-
gene. Acest lucru ni s-a parut interesant cu atit mai mult, cu cit la o alta
categorie de steroizi nitrati. derivati ai androsteronului, Cuparencu si co-
lab. (1969, 1970) au observat aparitia unor schimbari calitative, disparind
efectele androgeno-anabolice si apdrind actiuni antiinflamatoare compa-
rabile cu cele ale glucocorticoizilor.

Ambele substante s-au dovedit a poseda proprietati estrogene, in am-
bele teste intrebuintate.

3-acetoxi-estradiol-17-beta-nitratul a provocat estru vaginal numai
in doza de 100 microg/kg la fiecare animal tratat (estradiolul fiind eficace
in doza de 2,5, 5, 10 microg kg), dar deja in doza de 3 ori 10 microg kg/zi
a crescut semnificativ greutatea uterina; sub acest aspect eficacitatea
nitratului a fost apropiatd de cea a estradiolului. AON are deci o activi-
tate estrogena inferioara estradiolului, mai ales in testul Allen-Doisy si
aproape egala in testul greutdtii uterine. De remarcat faptul ca substanta
cercetatd s-a dovedit activa si prin administrare orald (in primul test).

Estradiol-3-benzoat-17-beta-nitratul in testul Allen-Doisy a provocat
estru in dozi identica (10 microg kg) cu substanta de referinta, estradiol-
3-benzoatul. Deosebirea dintre cele doud substante s-a manifestat doar
prin durata de actiune, diferiti si in alte doze. Activitatea OBN — tot
in reactia Allen-Doisy -- este foarte apropiati si de cea a estradiolului.
Substanta a fost eficace pe cale orald, ca si AON. Pe baza testului greu-
tatii uterine nu ne putem pronunta asupra eficacititii minime, deoarece
doza mica pe care am utilizat-o n-a avut nici un efect.

Nici una dintre substantele cercetate n-a prezentat actiune antiestro-
gena in testele si dozele studiate. Remarcam in acest context cd am obser-
vat chiar efecte sinergice cu substantele de referinta (estradiol, estradiol-
3-benzoat) in anumite doze.

Din cele expuse putem conchide ca esterii nitrati ai estradiolului cer-
cetati de noi, mentin caracterul estrogenic al substantei din care provin,
modificindu-se doar intensitatea si durata efectului.

Sosit la redactie: 9 ianuarte 1974,
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