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Estudio comparativo de los métodos
de obtencion de dehidroandrosterona

(Con un grafico)

Por SARA SCHREYER

Las primeras observaciones sobre la existencia de una secrecién
interna del testiculo, se remontan a los trabajos de Hunter, Ber-
thold, Brown-Sequard a fines del siglo pasado y los de Walker, Stei-
nach y Pézard a prineipios de éste que versan sobre transplantes
de glandulas o sobre obtencién y efectos de extractos més o menos
purificados. Son estos trabajos sin embargo Ia base para el método |
actual para titulacién de hormona masculina, basado en la observa-
cién del erecimiento de cresta en capones, erecimiento provocado
por la inyeccién de substancias con actividad masculina.

Recién con el trabajo de Butenandt y Tscherning (1934), que
obtienen en forma cristalina la androsterona, aislada de orina, se
inicia en forma sisteméatica el estudio de las hormonas masculinasg
desde el punto de vista quimico. Estos autores establecen asimismo
1a féormula de la misma. Laqueur y colaboradores (1935) aislaron
la testosterona que es la substancia segregada por el testiculo mis-
mo. En base a una hipétesis, relacionando la estructura de esta
hormona con el colesterol, Ruzicka (1934) intenta la preparacién sin-
tética de androsterona y dehidroandrosterona a partir del mismo, lo
que logra oxiddndolo con anhidrido erémico en medio acético. <

El estudio comparativo de los métodos de preparacién de la de-
hidroandrosterona a partir del colesterol, que es el camino utilizado
en gran escala por la industria, presenta un interés especial en todo
lo que se refiere a la obtencién sintética de un grupo de hormonas

relativamente grande.

Efectivamente la dehidroandrosterona es la materia prima emplea-
da para la obtencién de la testosterona y sus ésteres, que son los
preparados mas activos de la serie de substancias con actividad mas-
culina, siendo ademéas el producto inicial en sintesis que permiten
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obtener a través de una serie de reaceciones, tanto progesterona como
desoxicorticosterona.

Es un hecho conocido y eonfirmado por diversos autores que el
paso mis complejo en todas estas etapas, es la oxidacién del coles-
terol, que se transforma por alguno de sus derivados en dehidroan-
drosterona, ya que se trata de una reaccién de rendimiento muy es-
caso, el que depende notablemente de pequefias modificaciones que
se puedan introducir en los detalles experimentales.

Los métodos propuestos para la obtencién sintética de la dehidro-
androsterona a partir del colesterol, tienen todos la misma base.

Para evitar la formacién de productos perjudiciales durante el
proceso de oxidacién, debido a la existencia de la doble ligadura y
el hidroxilo del colesterol, es necesario protegerlos saturando la
primera con bromo y acetilando a dicho hidroxilo.

La oxidacién se realiza sobre el acetato de dibromocolesterol y la
reaccién corresponde a:
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Como oxidante se emplea en todos los casos anhidrido erdmico, y
aunque se ha demostrado la formacién de una substancia con acti-
vidad masculina en la oxidacién del colesterol con permanganato
potésico, no se ha podido aislar en ningtin caso el producto cris-
talino.

Ruzicka y Wettstein (1935) que utilizaron por vez primera el mé-
todo de oxidacién en cierta escala, operaron a 45°C como temperatu-
ra maxima y encontraron que a temperaturas altas es imposible ais-
lar las substancias. A pesar de esta afirmacién Wallis y Fernholz
(1935) lograron obtener la semicarbazona de la dehidroandroste-
rona, oxidando el colesterol a 65°C. A diferencia de estos dos mé-
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todos, que utilizan las mismas condiciones de oxidaeién, introduce
Butenandt una modificacién, que consiste en la adicién de 4cido
sulfdrico a la mezela oxidante, manteniendo la temperatura a 50°C.

Atomos de oxigeno 198 m
por mol de colesterol o
10
12
Temperaturas 20° 35° 45 85°

El colesterol es a la temperatura ambiente (20°C) relativamente
resistente a la oxidaeién por el anhidrido crémico. El consumo de
oxigeno a esa temperatura es pequefio, 1,2 4tomos por mol. de co-
lesterol, siendo el tiempo de oxidacién 24 horas. La elevacién de
temperatura a 35°C y la adicién de 4cido sulfdrico a la mezela oxi-
dante determinan un eonsumo de oxigeno de 10 4tomos por mol. de
colesterol, de 12,8 4tomos cuando se opera a 45°C y de 14 cuando
la reaccibn tiene Iugar a 55°C.

Por Io tanto, las diferencias fundamentales aun dentro del mismo
oxidante, son las variaciones de temperatura y el empleo de acido
sulfGrico para aumentar la intensidad del proceso oxidativo.

Del elevado consumo de oxigeno, muy superior al calculado por
la reaccibén estequiométrica, se deduce que en un momento determi-
nado, se produce en la moléecula una oxidaciéon tal, que una buena
parte de los productos primeramente logrados, son nuevamente oxi-
dados. Se han obtenido consumos similares de oxigeno en el méto-
do de Wallis y Fernholz y en el de Butenandt, en el primero el
gasto de oxigeno ha sido de 9,6 a 11,6 atomos por mol. de colesterol,
oscilando en el segundo el gasto entre 7,2 y 13,4 atomos por mol.
de colesterol.

Es evidente que la ausencia de &cido sulffirico en el métedo de
Wallis y Fernholz estd compensada por la temperatura mayor em-
pleada, ya que es el Acido sulftrico, el que acelera la oxidacién
en el método de Butenandt. La importancia del 4eido sulfarico se
puede deducir de los bajos consumos obtenidos eon el método de
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Ruzicka en el cual se observan gastos de alrededor de 5-5,3 4tomos
por mol. de colesterol.

Concluida la oxidacién deben llevarse a cabo una serie de opera-
ciones destinadas a separar en lo posible las fracciones ceténicas de
las otras, debiéndose efectuar ademés, el proceso de debromuracién
que se realiza mediante zine y 4cido acético, destinado a regenerar
la doble ligadura primitiva. Entre los varios productos obtenidos
en la oxidacién por anhidrido erémico, ademas de la dehidroandros-
terona, se encuentran acidos eliminables de la solucidn etérea por
lavado con hidréxido de sodio diluido.

Qe forman también substancias volatiles, incluidas cetonas, que al-
gunos autores han eliminado por arrastre con vapor de agua, aun-
que el proceso no parece siempre necesario; queda asi finalmente
una fraceién neutra donde existen cetonas no voltiles entre las
cuales se halla la dehidroandrosterona.

El rendimiento del método queda determinado por la cantidad
de semicarbazona obtenida. Nuestros rendimientos han sido muy
variables, de 180 a 420 mg. de semicarbazona pura (p. f. 265°C)
por cada 30 grs de acetato de dibromoecolesterol utilizado en el mé-
todo de Butenandt; y de 483 mg en el método de Ruzicka, siendo
esta semicarbazona méas impura, de p. £. 260°C. Con el método de
‘Wallis y Fernholz el rendimiento ha sido mayor, pero de una semi-
carbazona muy impura (p. f. 230°C) y de purificacién practica-
mente imposible, Lo mismo ha ocurride cnando se ha intentado
aumentar el rendimiento por concentracién excesiva del agua madre
de donde debe cristalizar la semicarbazona.

En el euadro que va a continuaciéon se hace un sumario de los
resultados obtenidos.

Consumo

de acetato Codnsx(l)mo Rendimiento
Métodos de dibromo- een ? en P/F.
colesterol semicarbazona
4tomos
empleados
Butenandt .......... 15 — 180 mg 265°C
D 15 12 94 mg 263-265°C
P e 15 7,2 116 mg- 265°C
D 15 12 118 mg —
P e 30 9,6 420 mg 265°C
> e 30 13,4 1018 mg 240°C
Wallis y Fernholz ... 30 9,6 no dié —
» > . 30 114 no dié —
» > Co. 30 11 1500 mg 240°C
' Ruzicka ............ 30 5 483 mg 260°C

D e 30 53 no di6 —
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Se ve claramente que no hay una relacién definida entre el eon-
sumo de oxigeno y los rendimientos, siendo éstos sumamente varia-
bles y deben existir otros factores que los determinan aparte de la
intensidad de la oxidacién.

Para nosotros el método més practico es el de Butenandt. Con &1
hemos obtenido siempre semicarbazona, lo que no ha ocurrido con
los demds. La presencia de H.SO, parece regular la oxidacién v
permite realizaria en un tiempo mas corto que el empleado para los
otros métodos. Butenandt hidroliza la semicarbazona y luego puri-
fica la dehidroandrosterona por destilacién a vaeio, en nuestro caso
ese tratamiento es innecesario si se purifica la semicarbazona, por
cristalizacién antes de hidrolizarla. Lia hidrdlisis de una semicar-
bazona de p. £ 270°C, nos di6é directamente dehidroandrosterona
de p. £. 144°C (en la literatura figura como 148°C).

PARTE EXPERIMENTAL

A continuacién se detalla una preparacién por el método de Bu-
tenandt en las condiciones en que hemos obtenido los mejores ren-
dimientos,

Preparacion de la semicarbazona de la dehidroandrosterona

A) Preparacién del acetato de dibromocolesterol:

50 grs de colesterol se ealientan a reflujo con 100 ml de anhidrido
acético durante 1 hora. Kl acetato cristalino se filtra, lava econ acé-
tico v se disuelve en 500 ml de éter. A esa solucién se afladen
8 ml de Br en 250 ml de acético. El producto cristalino que se
obtiene por evaporacién se filtra y lava con acético y éter de pe:
tréleo.

B) Obtencién de la semicarbazona de la dehidroandrosterona:

30 grs de acetato de dibromocolesterol se disolvieron en 1500 ml
de 4cido acético y a la solucién se le afadieron en el transcurso de
una hora 60 grs de anhidrido crémico disueltos en una mezela “de
70 m} de agua y 180 ml de acético y 11,2 ml de &cido sulfirico con-
centrado, diluidos en 150 ml de acético.

Lia temperatura de la solucién se mantuvo durante todo el trans-
curso de la adicién a 50°C (== 1°C). Se prosigue la agitacién con-
servando la temperatura a 50°C, durante 3 hs més. Terminado ese
periodo, el exceso de anhidrido crémico se destruyé con aleohol
etilico y la solucién total se concentrd a vacio hasta unos 250 ml.
Se diluyd entonces con agua y se extrajo varias veces con éter; la
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solucién etérea que tiene un volumen de aproximadamente 1 litro,
se evapora después de haber side lavada con agua. El residuo re-
sultante se trata con 60 ml de 4cido acético y 20 grs de polvo de
zine y se calienta a bailo-maria hirviente durante 30 minutos. Ter-
minada esta operacién se separd de la parte insoluble el liquido y
previa dilucién con agua se extrajo con éter. La capa etérea se se-
para y lava con hidréxido de sodio al B % para eliminar la poreién
acida, luego se lava con clorhidrieo diluido y finalmente con un
poco de agua. Kl éter se evapora y da un residuo resinoso que se
seca perfectamente y se trata con una solucién de semicarbazida en
aleohol, preparada partiendo de 4 grs de clorhidrato. Se afiade al-
cohol hasta completar unos 50 ml y se hierve a reflujo durante 4 hs.
Terminado el calentamiento, la solucién alcohdlica se traté con una
mezela de éter y agua, quedando un residuo insoluble que es la se-
micarbazona de la dehidroandrosterona. Eran 420 mgs y su punto
de fusion correspondia a 265°C.

C) Purificacién de la semicarbazona e hidréiisis de la misma:

Para la purificacién se partié de una semicarbazona preparada
por el método de Butenandt gue fundia a 265°C. Recristalizada dos
veces de una mezcla cloroformo-aleohol se la obtuvo como agunjas
finas p. f. 270°C. Por concentracién de las aguas madres se obiu-
vieron cristales del mismo punto de fusién.

200 mgs de esta semiecarbazona purificada se hirvieron durante
media hora con 15 ce. de aleohol clorhidrico (10 %). Terminado el
calentamiento se afiadié abundante agua y se extrajo con éter. Kl
éter se lavd con solucién diluida de hidrato de sodio, lnego con agua
¥ se see6. Por evaporaeién del mismo se obtuvo directamente de-
hidroandrosterona ecristalizada de p. f. 142°C. Recristalizada de
una mezcla benzol éter de petréleo se la obtuve como agujas blan-
cas de p. £f. 144°C (La literatura da 146-148°C).
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