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de los sefiores Profesores, el presente trabajo de

tedis, con, eJ, g,\;q,,opt.o al t.it.ulo ds Doctor en Quimica.

Comp1ace:ie- igtadbieri b inr. Alfredo Sordelli, su
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Mi sincero reconocimiento al Dr. Venancio Deulofeu
por su gentil y valiosa direccidn en el desarrollo de
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Nuestros conocimientos sobres la sacrecién interna del testicu-
lo son relativamente recientes, aunque pueden citarse como puntos
iniciales de rsferencia, los transplantes glandulares en gallos efec-
tuados ya en 1762 por Hunter y en 1849 por Berthold., Sigue a estos,
un trabajo Qque alcgnza gran resonancia, el de Brown-Séquard en 1889,
titulado: "™ Txperiencia para demostrar el poder dinamdgeno en el
hombre, de un liquido extraido de testfculos de animales ", y que
desoribe, la accién fisioldgica que tiene sobre el hombre y los
animales un cxtracto obtenido por maceracidn de testfculos en pe-
quefia cantidad de agua y f£iltracidn por filtro Pasteur. No hace nin-
guna hipdtesis sobre la posible naturaleza de la substancia activajg
pero pone en evid:ncia, la existencia de una secrecidn del testiculo
cuya falta, se demuestra por los fendmenos que aparecen en el ani-
mal al ser castrado, ¥ que pueden en parte, ser eliminados, como
ya lo demostrd Berthold al =fectuar el transplante de gléndulas,
éﬁ&ﬁﬁiﬁgsjoflo demueatra este autor al inyectar el citado extracto.

Se pueden citar como trabajos importantes sobre el efecto
de la castracidn en gallos, los de Steinach ( 3894 ), los de Walker
( 1908 ) y los de Pdzard ( 1911 ), que son la base para demostrar
la presencia de actividad hormonal, observando el crecimiento de
las crestas en capones. Pédzard utilizaba en lugar de los transplan-
tes de gléndulas, la inyeccién de lfquido testicular y observd una
regresidén en el tamafio de las-crestas al susvender las inyeccionesj
sus resultados no pudieron ser v:rificados con las cantidades que
41 indicaba,

51 primer trabajo quz demuestra claramente la accién

de un extracto testicular § que prueba que este puede ser preparado,



fud hecho por Mc Ge=s (1927 ), quien obtuvo un extracto alcohdlico
que concentrd a vacid, hasta tener una suspensidn acuosa de lipidos
que extrajo con benzol, y el residuo deste extracto lo incoipord
a aceite de olivas. Cada inyeccidn diaria equivalfa a 150-500 grs.
de tejido.

Se observd un crecimiento en las crestas al cabo de cinco
inyecciones diarias, siendo este orecimiehto mucho menor que el
observado con extractos provenientes de erina.

Fueron los investigadores americanos Koch, Gallagher y
mMoore ( 1929- 1930 ), los que llegaron a efectuar tests cuantitati-
voe por primera vez, repitiendo en forma sistemdtica las experien-
ciae de Pézard y otroe investigadorss sobre regeneracidén de crestas
en capones, Siendo estos ensayos, ligeramente modificados en cuan-
to a forms y lugar de inyeecidn y otros detalles de menor importan-
cla, los que constituyen la base de unos de los tests mds utiliza-

*ﬁﬁﬁgggﬁggpa'la titulacién de hormona masculina.
El primer método de dosificacidn de Gallagher y Kooch (1928-
1929 ) determinaba la menor cantidad de substancia que producia
un crecimiento visible de las crestas, lo que era poco exacto.
LLegaron a la conclusién, que las variaciones indivkdualeg, no de-
penden de la edad y peso de los animales, nl del tamafio o forma
Inicial de la cresta.

Los investigadores citados, llegaron a la conclusidn que con-
viene el empleo de una dosis que provoca un aumento de 3 a 7 mm en
el largo y alto de las crestas al cabo de cinco inyecciones.

Segun los autores americanos, la ynidad gallo, es la canti-
dad ~ue inyectada diariamente, durante cinco dias, produce un aumen-

to d= tdrmino medio 5 mm. en el largo més alto de las crestas de por
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lo menos cinco capones Leghorne.

Los investigadores ¥Freud, de Frémery y Laqueur (1930, 1931,
1932 ) determinan el aumento total plamimétrico, de la sombra de
la crsta sobre papel fotogrdfico. La unidad gallo es la cantidad
de éubstancia hormogal, que provoca un aumento de 15-20% del 4rea
total de la cresta.

Posteriormente se han utilizado otros métodos para la in-
vestigacidn y titulacidn de hormona masculina, como por ejemplo,
el que utiliza 1 desarrollo de la vesfcula seminal en ratas.

Trabajos de Womach y Koch (1930 ) y Koch y Gallagher (1934)
demuestran que el crecimiento de las crestas es afectado por la ex-
rosicidn diversa a la luz y por el tamafio iniclal de las mismas,
mientras que Greenwood, Blyth y Callow ( 1935 ) llaman la atencidén
sobre 2] efecto del disolvente usado para la hormona.

Bs con el auxilio de estos mdtodos que fud posible estu-
*$‘§1ar‘1a distribucidn de la hormona masculina en la naturaleza y es
lisf;fcomo se encontré que aparte de los testiculos habid substancias
con esa actividad en la sangre y orina de los animales machos, ha-
biendose demostrado asi mismo su presencia en la orina de mujer,

La primera substancia cristalimada con actividad de hormo=-
na masculina fud obtenida por Butenandt y ‘fscherning ( L934 ) quie-
nes deseriben el mdtodo utilizado en un trabajo titulado : " Sobre
androsterona, una hormona masculina cristalizada " Aislamiento y
vurificacidn a partie de orina masculina.

mstos autores parten de un extracto clorofdrmico de orina
que tratan con dter y luego purifican por extramecién alcalina, arras-
tre con vapor de agua, saponificacidn alcalina y dcida y extraceidn

final con déter de petrdleo. Por evaporacidn d:1 disolvente obtienen



un aceite qua contiene el principio activo. “sta substancia activa
que a diferencia de la foliculina es neutra, se asemeja a éata en
su caracter cetdénico, pudiendo por lo tanto ser precipitada con fe-
nilhidrasina, hidroxilamina, semicarbazida ete. 1 mejor resultado
se obtiene gon la hidroxilamina, pues da una ox2mg fdeil de purifi-
car y que arrastra la totalidad del prineipio activo., De esta oxi-
ma por hidrélisis se pone en libertadiel principio activo cristali-
zable, al que estos autores, pusisron el nembre de androsterona,
Por sublimacidn en alto vacfo obtienen una substancia cristalizada
en forma de hojuelas, soluble en disolventes orgdnicos e #nsoluble
en agua, a la que atribuyeron 1la férmula bruta CjgHaq0Oo.

El peso moleecular calculado para eata fdrmula es 290, siendo el de-
terminado experimantalmente 283,

Ademde de aislar y purificar la androsterona estos auto-
res tratan de caracterizarla dﬁimdcamente. De los dos oxfgenes que
“"“x-pesee suponen que uno pertenece a un grupo hidroxilo y otro a un
grupo darbonilo; esta suposicidn se confirma por un lado, por la po-
8ibiladad de obtener un acetato y un propionato y por el otro la
oxima, semicarbazona etc, Determinan ademds que es un cuerpo satura-
do por la imposibilidad de absorber hidrdégeno y halégenos, y que
el hidroxilo es secundario transformandose en carbonilo, por oxida-~
cién cdn CrOz. Por reduccidn obtienen el hidrocarburo bdsico
Ciéﬂhg al que denominan androstano. Llegan a la comclusidn que se
trata de una cetona tetracfclica saturada no aislada hasta ese mo=-

mento a la que atribuyen la férmula de trabajo hipdtatiea:
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Una segunda substancia con actividad de hormona masculina fué aie-
lada como producto secundario por Butenandt y Dannenbaum (1934 )
del extracto de orina,
Rvaporando elextracto con éter de paetréleo, del cual se

ha separado la androsterona con alechol, ueda un residuo de color
obscuro no cristalizable, Zfeactuando un fraccionamiento de este dter
de petréleo con benzol- dser de petrdleo primero ¥y con una mezcla
detkfér de petrdéleo- aleohol 85% luegoe, 88 puede aislar del alaohol
por adicidn de semicarbazida, una semicarbazona bruta poco soluble
que se d:scompone a 240%C, y constituida sin duda por una mezcla
de substancias. Por recristalizacidén de alcohol prorilico se obtie-
ne una pequella cantidad de semicarbazona de p.f. 3759C que eristali-
za en forma de hojuelas. Hidrolizando cop dcido y extrayendo la mez~-
cla con aleochol, dqa lugar a la separacidn del producto activo.

£dta substancia activa se puede recristalizar de alcohol met{-
lico en forma de prismas de p.f. 157%C ( 8in corr,), solubles en di-
solventes de 1lfpidos. El andlisis elemental demuestra que se trata
de un producto halogenado, d: férmula bruta °c19H27001 pertenecien-

do el oxfgeno a un grupo carbonilo.



Es por lo tante una cetona no saturada que por hidrogenaeidn cata-
1ftica toma una moldcula de hidrdgeno, y a la uqe atribuyen la fér-

mula:

Ee imprecisa la posicidn de la doble ligadura.
Suponen los autores que esta clorocetona debe ser un derivado que
se origina durahte el tratamiento de la orina para aislar la andros-
terona, ya que solo deSpnés de hervir el extaraoto clorofdérmico con
:tﬁniy'ie puede determinap Cl en el mismo,

Bagandose en la similitud estructural de la clorecetona
con la androsterona, pensaron en la posibilidad de pasar de una a
otra, y fud asf, que obtuvieron una nuzva substan cia activa a par-
tir de la clorocetona inactiva, tratando de llegar a la androsterona.
7sta substancia, a la cue denominaron dehidroandrosterona, es una

cetona no saturada de férmula bruta C)gH2g0,, y a la que atribuyen
_0

la férmula estruetural:

HoO
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De la clorocetona s8: llega a ella reemplazando primero el clo-
Tro por un grapo dster, Butenandt utiliza benzoato de potasio, e
hidrolizando luego el dster formado. Esta oxicetona que tiene dos
hidrégenos menos que la androsterona, cristaliza eh largas agujas
blancas de p.f. 148%C (sin corr.). Los citados autores llegaron
luego a la androsterona saturgndo previamente la doble ligadura.

Tntre tanto vatios investigadores demostraban que parecis
haber #iferencias emtre las substancias activas obtenidas de 1la
orina y los extractos obtenidoe de testiculo.

Quimicamente las diferencian Gallagher y Koch (1933) en
un trabajo titulado " Accidn del 4lcali sobre hormona testicular "
en el cual, luego de exponer una serie de experiencias efectuadas,
llegan ala siguiente conclusidm: Lq;horména masculina extraida de
testfculo es destruida por #£lecali siendo en cambio resistente la

obtenida de orinaj la inestabilidad de una y la estabilidad de la

“otrs me 8e debe a la presencia de impurezas. La naturaleza de la

accidn destructora del 4leali no 1la cohooen, pero aseguran que no
es debida a la aparicidn de un factor inhibider, ya que agregando
hormona activa a un preparado inactivado, el conjunto tiene activi-
dad bieldgica,

Laqueur, David, Dingemanse y Freud (1935 ) demostraron
la gran di‘erencia de actividad bidlogica existente antre la hormo-
na obtenida de testfculo y la aislada de orinaj comprobaron estos
autores que la upjidsd gallo corresponde a 10 gammas para la hormo-
na extraida de testiculo. f

y mgstas diferencias quedaron aclaradas cuando David (1938)

logra obtener cristalizada la substancia activa del testiculo.



Ya anteriormente Mo Gee (1927 ) y Gallagher y XKoch (2929~
1934) habfan obtenido extractos purificados muy activos, pero no
habfan conseguido aislar la substancia pura. Para llegar a dsta,
David parte del sxtracto obtenido econ alcohol de los drganos fina=-
mente molidos, este extracto alcohdlico evaporado a vacfo es extrai-
do aon benzol, la solucidn bencénica evaporada a sequedad y el re-
giduo tratado con acetona. Se purifica ulteriormente por extraccidn
con hexane, alcohol diluido y luego dter y agitacidn de la soluoidn
con soda al 10%. David despuds de fraccionar eete residuc parcial-
mente purificado con éter de petrdleo y alcohol de 70%extrae la
substancia con benzol y agita con H2804 de 75%. La solucidn dcida
luego de 1liluida, es extraida cop 4tar y el resaduo que queda luego
de evaporar el dter, se somete & un arrastre de vapor a vacfo, el
destilado por recristalizacidn da un producto cristalino puro.
“sta substancia a la que digron el nombre de testodterona, respon-
i ey ‘s 1a férmula bruta CigHogO2 y tieme p.f. 154 SC. Se obtuvieron
a p&rtir de ella, la oxima y &1 acetato. La testosterona carece de
cardcter fendlico y por el espectro caracteristico se puede deter-
minar que se trata de una cetona no saturada en alfa, beta de fdér-

muka estructural:




Mientras s= desarrollaban estos estudios, Ruzicka y sus
colaboradores ( 1934 ) lograron llevar a la prdctica un mdtodo de
produccién de hormona masculina que parte del colesterol y el ¢ual
resultd de la mayor trascendencia para la evolucidn de la aufmica
de estas substancias.

Ya en 1903 Windaus en su tesis presenta una tentativa de
oxidacidn de colesterol éon vistas de aclarar su constitueidn,

BEn 1913, Windaus y Resau. logran aclarar completamente,

la constitueidn de la cadena lateral del colesterol al mismo tiempo
que establzc:n la posibilidad de separarla del resto de la moldcula.
Mediante la oxidacién del colasterol con Cr0,, en medio acético,
y arrastre de los productos de oxidacidn con vapor, recoge una ces
tona voldtil que da una semicarbazona de p.f. 153-154°C y de £érmu-
la C3@H190Ng_idéntica a la obtenida de la metil isohexileetona por
otroé md todos, demostrande as{ la estructdra de esa cadena.

Ninguno de loa primeros autores aisld en forma pura la
cetona que debfa formarse sobre el gran resto de la moldeula del
colesterol. Fueron los hallazgos de substancias con actividad mas-
culina, que parecfan posecr una estructura similar a la del coles-
terol, pero carentes de su cadena lateral, los que dieron el impul-
80 necesario para estudiar de nuevo ese tipp de oxidacidn.

Esta serie cde investigaciones las iniciaron Kuzicka y sus
colaboradores ( 1934 ), cuyo primer trabajo se llama:o' " Oblédeidn
de 3 cloro y 3 oxi etiocalloeolanona 17" Sintesis de un compuesto
con las propiedades de hormona masculina, y dan en éste cuenta,
de la oxidacién con CrO, del cloruro de colesterilo resultante del

3
tratamiento del col:sterol con cloruro de fdsforo,



Ademds de productos 4cidos lograron encontrar que 8 producfa uha

cetonay la 3 cloro etio colanona 17 ( hoy 3 cloro androstanona 17),

La aplicacién del mdtodo al acetato de dihidrocolesterol, les did

ina oxicetona, 3 oxi androstanona 17, de forma igual pero no idén-

tica a la androsterona de Butenandt,

Fn 8u segundo trabajo Ruzicka ( 1935 ), emprendid la

oxidacidn de los cuatro dihidrocolesteroles estereo isdmeros enton-

c2s conocidos; em-leando en todos los casos una tdcnica similar cual

es la oxidacidn del acetato correspondiente con CrO3 y aislamiento

de la eetona policfclica por el empleo de reactivos de estas funcié-

nes., La reaccfdn gen%ral es: cHy
cHy !
' H-~CH
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Correaronden las cuatro oxicetonas obtenidas a las férmulas que a

continuacidn se detallan, A partir del dihidrocolesterol se obtie-

ne la trans, trans, trams, trans 3 oxl etiallocolanona 17
=0

3 trans oxi androstanona 17



Del epi diRidrocolesterol, la cis, t :ns, trans trans e epil oxi etio-

3 ¢cis oxiandrostanona 17

Del e¢pprosterol la ois, cis, trans, trans 3 oxi etiocolanona 17
) = O

3 trans oxialloandrostanona 17

4O —

H
<% .y del epicoprostcrol, la trans, cis, trans, trans 3 epl omietiocola-

= 0
nona cH

1 ]

cHy 3 eis oxialloandrostanona 17

Ho---

Comparando los datos ffsicos de las cuatro oxicetonas, con los ob-
tenidos por Butenandt para la androsterona, se obsarvd que coinci-
den con los de la 3 epi oxietiosllocolasnona 17 y se comprobd que

ambos cuerpos eran idénticos, por lo tanto la androsterona es la



Por medio de una prueba de precipitacidn eon digitonina
efectuada por Schoeller, Serini y Gehrke (1935 ) para la dehidroam-
drostarona, sc comprobd que pertenece a la serie de estersles natu-
rales trans y por lo tanto la posieidn del hidroxilo en el casbono
tres es opuesta en la androaterona y la dehidroandrosterona.

Desde el punto de vista quimico la sintesids de la dehidro-
androsterona es la mds 1mportante de todasj perque permitid partien-
do de ella por una series de reacciones muy simples, obtener diver-
saé hormonms, Tn primep lugar Ruzicka y wettstein ¢1935 ') obtuvie-
ron seguidamente a la s{ntesie de la dehidreandrosterona, la testod-
terona (Aﬁ17 trans oxiandrostenona 3 ) similar en sus constantes
f{sicas, constitucién y actividad a la hormona aislada por David,
Laqueur, Uingemanse y otros directamente de testfoula, “sta hormo-
na es consliderada por diversos autores como la primara producida
en el oeganismo y producto madré de las otras dos.

igaﬁﬁﬁﬁ=”1 Butenandt y Sehmidt Tomé (1939) prepararon a partir de la
dehidroandroeterona la hormona de cuerpo l¥teo denominada proges-
terona y Serini, Logeman e Hildebrandt (1939 ) a partir de la mis-
ma sintetizaron desoxieorticostsrona.
Existen dos métodos para obtener testosterona a partir de la
dehidroandrosterona,
71 primer método que es el clésico, fud utilizade por Ruzieka y Wett-
stein (1935) y consiste en reducir la dehidroandrostarona & andros-
tanediol eon sodio ¥ alcohol propflico, acetilar parcialmente para
proteger el gruno hidroxile en posicidén 17 y oxidar finslmente ceon
Cré, para llegar a la ‘Aq 17 trans oxiandrostenona 3.
‘n el segundo pétodo propuzsto ‘por tamoli y Vercellone (1937 ) y
tambien aplicado por Westphal y Hellman ( 1937) lo mismo que por



cetona derivada del epidihidrocolesterol eon el hidroxilo en posi-
¢idn eis y 98 actualmente llamada 3 cis oxiand®ostanecna 17.

Probando las cuatroe cetonas bioldgivamente, abservan ademds
que la ¢is oxiandrostanona 17 es la méds agtiva, siendo las dltimas
dos inactivas a¥n inyeetande 1000 gammas.

La preparacién sintdtiea de la androstercna aclara, por
primera vez, de una manera definitiva la gonstitueién de una hormo=-
na sexual, Siendo uno de los casos mds notables en que se aclard por
sintesis la constitugidn de una substancia natural eompleja 8obre
cuya estructura no se tenf{an mayores datos anteriores.

Siguiendo aon sus trabajos sobre derivados del colesterol
Ruzicka y Wettstein ( L9356 ) llegan a obtener otro cuerpo de accidn
andrégena, aunque menor que la androsterona y cue tiene gran impor-
tancia por ser el punto de partida para la obteneidn por medio de
operaciones ~ufmicas s'ncillas, de toda una serie de hormonas.
<ww&£g}p cuerpo que es ta transdehidroandrosterona se obtiene a partir
dei acetato de coleaterol, dibromado para proteger la doble ligadu-

ra y oxidando con Cr0_,. Utilizando temperaturas de 80-30%C como las

3
empleadas en la oxidacidn del dihidroacolesterol no se obtuvo ningun
resultado, Ruzicka comprobd cue la temperatura dptima es la de 50%C
Yy llegd deospuds de debromurar, a aislar la semicarbazona de la

3 trans acetoxiandrostenona 17 gon un rendimiento mejor que
para las cetonas saturadas. 'or hidrdlisis suave y saponificacién
posterior sc obtiene 1la A£ 3 trans oxiandrostenona 17 que presen=
ta doe formas cristalinas, agujas de p.f. 140°C y hojuelas p».f. 152°C,
38 similar a la dehidroandrosterona obtenida por Butcnandt ¥ Dannen-

baum a partir de la clorocetona aislada del extracto de orina,



Serini y Xoster ( 1238 ) se realiza modiante el prsaje intormedlo
por la semicarbazona o el dter endligo, pnra prot:ger el grupo ce-
ténico en el carbono tses y luego 87 recduce 8l catdnico en el car-
bono diez y siste. Fud simnlificado por !Miescher y Fischer ( 1839)
quienes luego de oxider la dehidroandrogterona sin protegor el grie
po eeténico reducen directaments utilisando el mdtodo de lLieerweine
Pondorf y anlican ol reactivo de Girard paras aislar el producto,

- 0Ae

OH cily
CHy 1
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=0 CH -0H
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Para llegar a la progesterona Butenandt y Schmidt Tomd (1939 )
parten de la dehidroandrosterona y protegen el hidroxido en carbo-
no tres, acetilando, Mediante 1la adicidn de doido cianhidrico, se
obtiene la correspondi:nte cianhidrina, que por Beshidratacidn,
adicidn de 1oduro de motil magnesio e hidrdlisie de 1la cetimida pri-



maria, £= transforma en el pregnadien 5,6 o0l 3 ona 20, La dobla liw

gadura an carbono 16 sa satura por reduccidn empleando Ni como ca-

talizadorj por ulterior oxidacidn s> obtisene la progeaterona.

PRovegTERaA

Pusde llegarse ds la dshidroandroatarona a la desoxicorticosterona
por el mitodo de Serini Logemsn e Hildebrandt ( 1939 ), La dshidro-
androsterona pasa a 17 etinil androstsn diol 3-17 por aceidn do
acetilano, dst: sa hidrogena a 17 etenil androsten diol 3=-17 @l qQus
8e oxida en el carbono tree formando un grupo ceténico, al pregnae~
dien o0l 17 ona 3 82 le adicionan dos hidroxilos en la doble ligadu-
ra alifédpica por medio de doido demigo. "or pérdida ds ajjua se lle-

g8 & la desoxicorticoaterona,
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Los métodos prdpusstos para la obtoncidn da la dehidroandrestorona,
que 8¢ aisla bdajo la forma de su ssmicarbazona, tienon todos la mhse
ma base, Fara evitar la formacidn de productos perjudiciales, que

se producirian en sl nroeeso de oxidacidn, dabido a la existencia

da 1a dobla ligadura y d§1 hidroxilo d-l colcsterol, es nacesario
pmyagerlos, satdrando la primara con Br y acetilando a dicho hle
droxilo. La oxidacidén 89 realize por'lo tanto sobre el acotato de

dibromoaolestsrol, y la resscidén cor?énﬁonde a:

CH
I i .C-"s

e ., ,cHa CH ~CH,
CH, Ned, ” CHy

Cily

Ao -

(1
Como oxidante, sa emplea en todos los métodos CrQg, ¥ aunque se ha

' deroatrado la formacidn 4§ una sudbstancia con actividad masculina,
an ls oxicdacidn del col:sterol con 04k, no se ha nodido aislar.

en ningun caeo el -roducto cristalino.

Lag di“arencias fundam:ntal:a, aun d:ntre del misno oxidante, son

lags variacionas ce t:maratura y el emplio de HyS04 para aumentar

la int:nsidaed del nroca:s0 oxidativeo.



Muzicka y 7attastain (1935) qu» utilizaron por vez primera o1 mfto-
do de oxidacidn d-1 col:8terol °n -ierts escala, overaron a 45 C
como tempzratura méxims, y sncontraron como ys hemos mené¢{enadoc an-
tes, que trabaJando a alta tamoaratura, es imnosible aislaf”la subse
tancia,
A pesar de esta afirma-idén, wallie y Fernholxs (1935), lograron ob=
tener la eacicarbazona de la dehidroandrosterona, oxidehdo el col&a-
terol a 65°C,
A difereneia de estos dos métodos que utilizan las mismas condicioe
nas de oxidacidn, introduce Butenandt una modif'ieacién, -“ue con-
‘8iste en la adicidn de H,304 a la mezola oxidante, mantenisndo la
t-mreratura a 50 C, .
@1 colesterol es a la_ianperatira ambiente (20°C), relativamente
r:aistente a la oxidacién por el r0s. Uomo 82 detalla en la parte
experimental, ol eonsumo de O l.eoaJ;amporatura e8 pequeflo, 1,2
&Eﬁ%i.gpggo por mol ds colastarol, aiehﬁpJGI ti:mpo de oxidacidn, 24 hs.
La slavacidn de la témpéiatnra a-SB“C, ¥y la adieidn de H,504 a 1a
mazola oxidante, deterniﬁan un consuno de Oy de 10 atomos por nmol
de col:8teroly de 12,8 atomos ~uando 8¢ onera a 45°'C y de 14 atomos
cuando la reaccién tiene lugar a S50C
Araeo)

decoles-
{evol.

I TEMP




Del elevado consumo de oxigeno, muy sup:rior al ecalzulado por la

reaccidén estequiomdtrica, scededuse, qua en un momento detarminado,

82 produg? n la mol:oula una oxidacidn tal, que una buena.parts de

lo8 ~rotuctos nrimsramsnte logrados, Son nuevament. oxidados.

Ye han gbtnnido :gonaumoo similarss de oxfgeno en el mdtodo de Wallis

y Farnholz y 41 de Butenandt, en el primereo el gasto ds U de 9,6 a

11,6 atomos gre -or mol ds colosteroly oscilando on el segumndio el

gasto, entre 7,2 y 13,4 atomos por mol de col:osterol,

8 avidnte qu:-la ausancia de ligS0, en el mdtodo do Wallis y Rerm-

holg esta compansada por la teuperaturg mayor empleads, ys que es

el %504 el qua acslera la oxidacidén en ¢l método de Butanandt,

La importeancia del iipSO4e 83 pueds deducir de los bajos consumos

oodaarvados en el nmétodo ds Huzicka, en el cual ¢l gasto de oxIgie

no oscilé entrs 6 y 5,3 atoros por mol de ‘olesterol.

Coneluida la oxidacién, deben realizarse una earie de operacionas
’-"Tf”i_mglestmapas a separar en 1o posiblc 1ss f'raccionea cetdnicas de las

otres, debiondose ofoctuar ad'més el proceso de debromuraaién,

qQue 89 lleva a c¢abo con In y fcido acético, destinade a regonorar
la doble ligedura primitiva. “ntfe los varios productos obtenidos
en la oxidacién por Cr0g, sdemds de la dehidroandrosterona, se 3ne
cuentran varios productos éeddos, eliminables de la solucién ctdrea
por lavado eon HONa diluido, y emtre, loé cuales pueds mencionalse
el dcico hidroxibutirieo, que se pm&uce por oxidacidn de la cadae

ne lateral,
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58 forman tambien substancies voldtiles, fncluidas cetonas, que ale
‘gunos auteres, eliminen por arrastre con vapor de agua, aunun el
nroceso no parece siemmre nacesarioj queda as{ finalmento, una frac-
gién neutra donde axisten estonas no vaeldtilss entre las cuales 8o
halla la dehidroandrosterona, |
La separacidn do sata s» ha sfegtundd en todos los nitodos, como Gew
Eﬁ%%ﬂ!qtbllunn, da 1la cusl por hidrﬁl@s}g ¥y purifien-ién ultorior se
obticne la dshidroandrostarona, o
21 rendiniento del mdtodo quada daterminade nor 1a cantidad de sa=
~icarbazona obtanida. Nuestroa rendimiontos han sido muy variablqs
da 180 a 420 mgs de samicarbazona pura (p.f. 265%C) por cada 30 grs
de acetato ds didbromocolost:rol, utilirzando al mdtodo de Butenandt,
Y da 483 ngs. en el easo del mdtudo de Kuxicka, siendo esta sanicare
bazona méds im~ura, da un n.f. 260°C,
Con el mdtodo da %sllis y Farnholz el rendimiento ha sido mayor, nee
ro de una semicarbazona muy irpura, de p.f. 230°C y de purificacién
prdaticaments 1mpoai$io. Lo mismo ha ocurrido, euando 8 e¢ ha inten-
tado aumantar el randimianto por concentranidn excesiva d:l agua

tiadre de donde debe crislalizar la sericarbazonae.



“n el cuadro que va a aontinuaaeién se hnce un sumario da los rvsule

tados obtanidos:

Consume de O Itendimients P.F.
Butsnandt 15 grs de asatato de
dibromogglaostarol o 180 mgs. 2689C
" 5 " 12 at de Uy 54 mgs. 263+265%C
w 15 " " 792 " " " 116 ngs, 265°C
" 15 " " 12 " """ 118 mgs e
" 3 v . 8,8 " " % 420 mgs. 265 C
" 30 " " 13,4 % " 1018 tige, 240 9C
A 946 7 7 % wmene -
" 30 ” " 124" " " en--e -
" 30 " " 11 " " 2500-mge. 240°C
Ruzicka 30 " " 5 " " " 483 mgs. 260 £C
" 30 "o " Bg3 " " " con—e cwane
R -

<

Y0 Vo clarements que no hay une relacidén definida entre el consumo
de oxigeno y los rendimientos, siendo eatos sumamente variables y
daben axistir otros factores ~ue los determigan » aparts de la in-
t2nsidad de la oxidacidén.

Para nosotrosj el método mds prdatico as el de Butenandt. Con 41
hemos obtenido siempre somicarbazona, lo que no ha oocurrido eon los
demds; la pressncia do u?qo‘ parege regular la oxidacidn y permite
roalizarla an un tismpo més corto qu: el smnlsado para los otros md-
todos. Butenands$ hidroliza la semicarbazona y luego purifica la
d€Ridroandirostarona por destilacién a vaafoes ‘N nueasro caso ess
tratamiento e8 innsgaesario st s: purifica la semicarbazona por oris-
talizacidn antes ds hidrolizarla.



PARTS JOXPRINZ
Eroparagidn previa dol agetate dg _—ibromg gol:etorel
5+ ealientan a r:flujo S0gra, d: colesterol en 10C ml do amhidride
agdtico durant: 1 hora, i1 ac2tato cristalino formado, se filtra,
lava con £-1do ac4tico, y 8» disualve en $00 ml de 4ter, La soluaidn
sa trata gon 8 ml do Br disusltes en 250 ml de acdticos 1 ncetato
de dibromocolesterol formado s8: filtra, lava gon acdtico y luego

con é&aP de petrdleo y s: @scaj el producto tisnc un p.f. 116°C,

Iraparacién de Aa s:migarbazons d: la dehidroandreatarons

:HJtodo propussto ror Butenandt (1935)

15 grs de ac:tato de didbromoeolastarol 8= digsodvieron completamente

en 750 ml de deido acdtico, calentando hasta A0 C, y una vez todo

1isuelto 8: lleva la solucidn'a 80°C ( 1°C)e Se afiadun a la nisma

. °n al transcurso de una hora y ocnsarvando sicmpre la temperatura

“ thu de CrOg disueltos oh unaymucla de_ 35 ml do agua y 20 ml de
80481003 y 5,6 nl de H2504.conde;xmdo d;'luidoa en 75 ml ds aodtico.

Al comengzar la overacidn el Cr0, se reduce inmediatamente, virando

al vorde, dejando d: sar vj.siblq. el vi'rtje al cabo d: un cierto tiom=
po d2 iniciado el agregado de oxidante, pue una joreidn del anadide
no reac~iona d: inmediato, Terminada 1las adicidn se mantione la tome
zeratura y la agitacién durant> 3 he.j al cabo de las cuales se duja
enfriar 1la solucddn y se 1l adiciona una solueidn dz 10 gre da acoe
tato ds rotasio 2n 100 ml de acftico y 150 ml de alcohol etflico.

“1 CrO3 no consunido es raducido, vy la solucién toma una coloracidén
varde bot:lla, anar:ci:ndo adamas un precisitado blan~uzeos

71 total ds la solucidn s: conc:ntra a vacfo, mant:ni>ndos» la time

paratura dal bao :ntwe 45=50°C, hasta un volun:m d: 150 ml.



Se leanad>n 3ntone:s 750 ml 42 agua, lo qu: roduc: un adbundants
pr:eiritado; la suspanaidn acuosa 8: axtras con d&ey & fondo,

“n la solueidén >tdrca so :ncusntran la mayor varte do los produstos
orfinicos d2 alto reso molaoular, derivados de la oxidacién del coles-
ter0ly y algo de sal2e do geromo como lo indica el qolor de la solu-
oidn. Para eliminar las fraccionea dcidas'aq lava primero dos ve@as
con agua qu: 2linina el alachel y dcido seético v lu:go aon soluoidn
de HONa 2N, hasta qus una oxtraccidn s- mantonga alcalina. Lusgo

82 lavs ~or dos v:¢:8 eon HC1 diluido al 10%,

<1 4ter eonti:n: an :82 mom:nto tan so0lo los productos n:autros do

~1a oxidacidn, y s: avarora a baja tomp:ratura. Se obtiene un jarad-

Que seadisuelve 2n 30 nl da“dthico, axla~oolu016n 8> afilad>n poeo

_ @ poco y agitando 10 grs de rolve de “n, eal:ntando la m:zela due

ranta 10' a bano marfa hifvfente.ﬁn esta_form- 82 alimina ol Br
unido al colesterol o a sus productos da oxidacidn.

’szmsn mezcla 82 »xtrae nuevaments eon 4‘0#, pravia dilucidn con agua,

el dter lavedo y ava-orado a aaquodai, da tn Jarabe golor caram:lo
rrodueiandose por enfriamiento la precipitacidn de una substancia
tlancuzca, Que :8 el colesterol ain transformar. .sta masa 82 820a
perfactam:nt: an desugador gon vecfo, disolviendola luego e n 20
ml de alcohod mbsoluto; a ssta solucidén &= le adieiona una de 2 grs
da clorhidrato de semicarbazida y 2 grs de acetato da sodios “Bta
solugidn s= pre-ara agr:gando unas gotas s agua & la s2nicarbazida
v ecalantandoy nl agr:gar el acetato d: sodio, el agua de cristalie
zacidn e8 suf'i{eicnte para provocar la disolucidn total,por agrega-
do de alcohol abaoluto.aa produge la ;r:cipitacidn dal ClNa, que

8» 2linina por centrifumacidn,.

Lervida la mezcla 4 ho. & r:flujo,ss dejn mfriar y s8> diluye con
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agua, s2 forma un precipitado "ua 83 extrae con dter, uedando ine
soluble 1ln s~micarbazona, qu> 8: T{ltra, lava con fter y s2cas M
este ¢aso 8> aislaron 120 mge, 4o semicarbazona an forma de ¢rista-
128 aci~ulares d.: pefe 2662C,

“n :8%a oparacidn sc ampl:aron oxactamante las nismas cant!dedas
qu: en la antorior, realizandesc 1ln titulaeidn dal CrO3 pres:nt- al
final d: la miema, que r:sultd sar de 8,7 grs, es dacir que se aon-

sunieron 21,3 gre equival:nt:s a 12 atomoe_gr. doe O por cada mol

de acstato 4 dibromo colesterol. n aste qhso al diluir ~on agua

v aBadir fter a la soluzidn horvida con seméocarbazids, no se produ-
jo inmadiatamante la separacidn de cristales de s:micarbazona, apa-
resi:ndo sstos solo al cado 4o varios diase Se ecorprobd que efecti-

vament: coran cristalss 4 samicarbdbazona y Boaabun 94 mgne a8iondo

Jarcara proparacidp gemumn Butonandt

5: emplaaron las mismae cantidades que on los casos antariorses, ior
razon e no dstarinadas el consuro daVCr03 fuéd tan solo de 12 grs,
corrasrondisntis a 7,2 at gr por mol de colesterol, ©1 rendimiento
an s>micarbazona fud do 166 mgs. con un o.f; da 265°C4 Sa hizo ava=

porar un pogo la solucidn aleohdlica antse-d e an&dir ol agua y dtor.

Cuarts preoaracidn semum Dutenandts

Se procedid como en @l caso antarior, salvo una pequena modificacidn
en la tfonica, consistents en la ncutralizacién con HONa al 6% dase
muas ds: 2factuada la debromuracidn. Para esto se tuvo en cu:nta,

la posidbl: ac-1idn no~iva ds 1a soda, sobr: los productos aun bromue



rados, ) consumo de CrO, fud de 20 grs corr:spondisntas a 12 ato-
wos gr de O por mol de golesturol, 21 randimi:nto fud Auv 1A8 ng.
8iando @l pefes de la s micarbazona 265°C

Qnén&n.nzznn:nsidn.nnznn.&n&nnanﬂ&s
Tn esta opara@idn s emplearon cantidadas dobl:s a las utilizadas

en las anteriorss, 30 grs de acotato d¢ dibromecolesterol ds p.f,
113¢C, se disolvieron en 1500 ml de d2ido acttico, y ss oxidsron
con 60 gree de CrO; y 1132 ml de HzS04 en las oondicion:e antoriore
mente oitedase 71 sxceso de CrO3 se destruyd por adieidn de 200 ml
T@*Hoialcohol, daspues dao -n.dirrao gre do -acatato do notasio disueltos
an 200 ml de @oético, La congentracidn a vacfo se rsalizé mentenien-
do =21 bafio entre 45«50°C y los 2200 ml de la solucidén original se
llevaron @ 250 ml, Se dilﬁyd gon 800 ml de agua y se :xtrajo aon
alridador de 800 ml da dter diatribuidoa:an varias axtracciones.

 fg,g§qg1dn etdrea se lavé doc vuces con 100 ml de ajua, siadiendé
al residuo de la solucidn etdrea =vaporada 60 ml de 4dcideo acstico
y agregando luego poco a noGo ¥ ngitando BD gre de podvo de Zn} la
mazola se calentd 30° n bafo maria hirvlahte. S¢ extrajo aon 500
ml de dtor y este 4ter se tratd eon sclucidén de HONe al 5%, hasta
qus 2l 1lfcuide 4o lsvado fuera alcalino al “enol red, Se emplearon
en total 460 ml de solucidn, ste ltarrfudlluago lavado oon HE1

al 10%, dos ve@es,empleando 50 ml por vez. ivanorado el dter, el
r:81duc 82 desscd a vacfo dando una masna nastosay cuyo paeso ora de
946 grs, Tata masa disuelts oh alcohol absoluto, so tratd en las
condiciones habitualazs, con solucidén do ssmi-arbazida, preparada con
4 grs d9 e¢lorhidrato de szmicarbazida y 4 grs do acetato de dodio.
Se concontrd la solu~idn aleohdlica hesta la mitad de su volumen,



luego da hervir a roflujo durante 4 hs, s: obtuvisron 420 ng de 82~
micarbazona d: pefe 265-°C,

‘n esta operacidn s~ comprodd qua al t:rminar ds afadir la solucidn
oxidante, el comsumo de CrO, habfa @ido de 30,8 grs o sea 9,8 ato=
mes gre de G por mol de colesterol y que al cabo da una hora sate
consumo 8: habfa :lavado a 32 grs o 8:a 9,6 at gr 4de O nor mol, lo
que significa qus 21 consune es prquefio al final.

Saxsa praparacidn gagun Dutenands

Se_emplaaron centidades iguales quo sn el ocaso anterior, es dacir
ao gre de acetato dé dibromo colesterol qusz 82 oxidaron con €0 grsa

da Cr0Oq9 £1 consumo de O, fud de 1394 atomos gre por mol da acetee

to de dibroinocolmetarol. Tn «sta expsrisncia se procedié a coneene

trar la solucidn slochélica de semfcarbazona, antes d: echarla en

“  agua y axtrasrla con #tere Se proe:did asf haeiondo 1a suposicidn

s . 108 rendimiantos bajos ¢n semicarbazona vodrian sar consecucne
ci; ;&e una mayor solubilidad de 1a mim 6N Wn excaso de alsohol,
S2 obeservd ~u: concomtrando axgesivaments s: obtiene una semicare
bazona muy im-ura. 5o obtuvieron 1oié ng de pP.fs 240°C deacomponion~-
dee2 la substanoias al fundir



Praparagidn da la gamlgarbazona d.a la dabidroandresterona
aegin Muzicks ¥ datiatain (1938)

Primera preparacidn:
30 grs de acetato do dibromocolasterol, preparados como a: indicd
en 21 método de Butohandty s- diaolvi?rongcn 1100 ml de 4cido acde
ti€o y 1la solucidn s: mantuvo a 45°¢C enﬁi@_fovma mds constanta poe
sibles "R el transcurso d:e 4 ha, ss afiadlercn 39,5 gre ds Cr0, die
susltos en 10§ ml d: acético al 90%. La mezcla se continud calantane
do con agitacidn constante, durnnts 5 hs, mds, o 46°C en forma uni=
.~~forme. Al cabo de aste ticmmo se 6alould el gasto de CrO;, titulane
do el axcoso del mismo, 28te SoNBWO de Cro, results sar de 16,7 gr.
1o ~us equivale a & atomo§ gr. de O por-mol de colasterol, 51 cro,
" en axcaso se radujo con alcohol y la mezgla total se evapord a va-
" c{o eon una tsmper-tura delfbnﬂo de 45'0; llovandose a un volumen
idy 300 mls @1 residuc se iluyd con agus, 1 1t, y se sometid a un
irfaotre dc vapor a vacfo, extrayondoss luego el residuo con éter,
el dter se lavé con 100 ml de solucién de HpS0, al 5%, 100 ml de
solueién saturada do COgHNa y 200 ml de agu@. “vaporado sl dter se

~rocedié a eliminar el Br, para lo cual s> disolvid la masa en €0

ml de acdtico y so agregaron poco & poco y agitando 20 gra. ds pole
vo de 7n, calentando la mezcla durant: media hora en bafio marfa hire
vionte. Filtrado el In , 82 diluyd conragﬁa ¥ 8a extrajo con 300 ml
de étar, mapartidos en varias veces, e lavéd el éter gon YU ml de
HONa 2N, ivaporado al dter, el residuo se disolvid en 50 ml de ale
cohol absoluto, y se tratd con una solucidn, tambien en aleohol abe
soluto, 42 4 grs de clorhidrato de semicarbszida y 4 grs d: acatato

de sodio,



>a obtuviseron cristnles impuros d e semicarbazona (pe.fes 240 C) que
poP ana razon sa recristnlizaron de metanel, dando 443 mgs Aa nl.T.

260 C,

Qiros anaavos gsen al mitodo do Muzicka:
Sa hicieron otros tres onsayos con el mdétodo {ndicado, ninguno de

los cualas d1d rosultado, "n ninguno dea ollos la tempuratura s: nane

tuvo ten constante como en :1 citndo ensayo, y “n uno s« trabajd

a 60 ‘C, Los detalles quz los diferoncian son los siguientes:

=nagyo_gogyndo : Se emplearon 10 gra de acstato de dibromocolesterol
»,@diiuelto- an 500 nl de acdtico y 11,5 grs de CrOg3 para oxldar, sieme

do 1s t'mpuratura de 45-50%C, 1 consumo total de CrOg, fud da 5,7

grs 1o que squivele a 5,2 at gr de O por mol de colesterol,

- nsaye iercarg: Se emploaron 15 grs de acatato ds dibromogolasterol
“:y 13 grs de Urdge lLs tanneratura tud de 45-60°C, i1 consumo total
38¥$%§gﬁproa fuf 42 848 grs lo qua acuivale a 542 gqtomos de U por mol de

colastarol,

—nsayg suarte: Se enploaron 18 grs de ac:tato d: dibromogolestarol

Yy 17 grs de CrOq, mantenicndose 1@ tamparatura entre 48«.850°C, :l
gonsumo da Uy fué du 5,2 atomos gre por mvl de colestarol,

#Zarcha 4:) gonsumo de axigene

Primers hora Cr0q gastado 5,1 grs ecuivqlen&eu a 3 at gr por nel

sogunda ™ " " 742 " " g "now "
Tercora " " "7 " ngqn LI "
Cuarta " " " 8,1 " " ngn nom n
<uinta héra

i‘;ext.a " [ 4] 8’1 " [} n 5 " n [} "



Preparasidn de la sopigarbazona da la dshidreapdronteronn
semin wallds ¥y Zarnholz (1235)

Erigera preparacidn:

30 grs de acetato do dibromoagolasterol, preparado segun el procsdie
miento indicado en el mftodo de Butanandt, se disolvieron en 700 ml
da d-1do aadtico glacial y se los llevd a 85 °C a hafio marfa. W ane
taniendo uniform: la temperatura, 8a afaden con agitaaidn 50 grs.
da CrO3 disueltos en 50 ml de agua y 200 ml de dcido asdtioco. La
mascla 8o mehtuvo 6 he més con agitacidn y tomperatura constante.

'8 hebfan gestado al cabo de esc tiempo 36 gre ds CrOy o fea 9,6

' %4. dcido nodtico y 82 destild el 4ter., La mo2zela qu: qurda sa

atomos gr. de O nor mol de colestorel,

82 enfrié 1n solueidn, se voled en I iu ds agua y se axtrajo aon
4tere A la 8olucidn dterea lavala eon HCl diluide al 10%, paras
aliminar las salss de Ur,y se le afiaden X grs d: nolve de “n y 200

calonté a bafio marfn hirvisnte durnhta 2 he, nara secarar totalmane
t> el Br drganico, S3 extrajo nu:vamente con dter, y la solu~idén 2t4-
ra so lavd con HONa al 8%, Aparece en sntas oxtracciones un pregie
nitedo, que no 28 8ino la sal ds sodio ol decide hidroxicold=
nico, que se forma durante el proc2so de oxideeidn, p2ro que hormos
degachado @2n nuastra exp-ri:ncia. “liminadas todas las substanoias
dcidas 82 evarord el dtaor y los productos noutros de la oxidacién
se somatiorom & un arrnstre aon venor para elininar la freecién vo-
14til. 21 roesiduo orgdnico dbien seco se disolvid en 20ecc de aleohol
absoluto y se tratd con una solucidn d: 4 gre de clorhidrato de
srmicerbazids y 4 grs de acetato ds sodio en 30 ml de alcohol abso-
luto.



Hervida a reffujo durante 2 hsy la wesala sesultante s.: diluyd con

agua y aa extrajo con dter, no s: scpard nada de ssericorbazona an
:8ta axp=riencia,

Baxunda pranaragidps
Se repitid el mismo procadimisnto dil eapo anterior, el consumo de U

en aste caso de 1lly4 at gr de O por mol eolestsruvl. n esta oportue-
nidad no se pudo aislar tamnoco semicarbazona eristalizaca.

Zargars craparagidp: Se realizd somm las normas dsdes pare los cae
.. 508 gntariores, salve que la mesala aleohélica con la semicarbazida
lusgo 42 harvids, s concentra para eliminar alcohol antea ds echar-
le 8l agua y dter. sl consumo de O fud de 1l atomos gr. nor mol ds
"8ol:sterol, U14 1500 mgee da un producto e¢ristalino muy impuro que

funda a 2309C descomponiendose, & impesible ds puriricar nor recrise
#EE -3aliseciones sucastvas de benzole~ alcohol mrtflico,



obtencidn da ls irangs dehidroandrosterona

1) purificacidén dec la se¢ricarbazona

Se partié de semicarbazona de p.f. 265 C obtendda por o1 método de
Butenandt, quo fud Sseristalizada dos veces de cloroformo- metanol
obtaniendose cristales inecoloros de p.f. 20,

Una concentracidn de las ajuas madras nos did una nueva cantidad de

oristales ingoloreos de p.fe 270°Ci

2) Obtencidn de 1s trans dehidroandrostarona

800 ng8e do semicarbazona purificada se hievieron durants media hora

LR

2n 15 ec de una mezcla de 1Ub de HCl 41,19 y 30 cc da aleohol d:»
969, Tarminaeda la 2bullicién ese anadid abundente agua, con lo cual
aparecid una turbidez. La solucidn ss extrajo oinco vecea con dter,
83 lavd con HONa diluido y con apua. Secsdo y evaporade did direg-
tamsnte cristales que funden a 1429C% Recristalizados de bonzole
4tar de patrdlio s2 lo8 obtian2 :n formas da finas agujas quo fAmne
den a 144%C, “n la literatura sa sefiala que la trans dshidroandros-
t:rona presanta dog formas d- oristalss, una fundiendo a 140«141°C
Y la otra 152«.153%C, Para la mezcla corrients de ambas 8c da p.f.
146~ 1489C%
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mtﬁi"‘a 50 ml de acdtico y 546 ml de Hy,S04 en 75 ml de acdtico. 1

Zatudio del gsonoume de axigene 8 diversas lemperaturas
JTerparaturg 26°%C_ A 8 grs de acetato dsdibromocolastarol disueltos
en 250 ml de mcdtico 8e 1a afledisron ¥y4 grs ds CrO,disueltos en
12 @l de agua y 30 ml de acéticoes La mezala se mantuvo curante 24
hsy a 209C, Titulendo la mezcla al comensar la operseidn tenfa un
equivalente de 8,7 atomos gr. de U3 tituleda nuevamente al cabo de
las 24 hs el equivalante era de 7,5 atomos gr. por lo tanto el cone
sumo de O fud da 1,2 at gr por mol de acetato do aibromoaolasterol.
Temporeture J6°%C A 2 grs do acetato de didbromocolasterol disucltos
en 1UC ml ce scftico 82 le aradisron 4 grs de Cr0Og disueltos en 12
m de acdtico y 0,8 ml da HySO, en 10 do acético., So mantuvo la mes-
cla durante 4 hs, a 35 #C, Titulado el exceso da (rO, 82> calculd un
gesto do U de 10 atomos gr. por mel da colasterol,

Somporarursg 456 "C_ 16 grs 4> acetato de dibrowmocolostarol se disole
vieron on 750 ml de sodtico y 81 trataron con 2V grs de Cr0, disuels

coneurp de U fud de 12,R atoros gr por mol da2 aolestarol, Como s
arrled una ecantidad r:lativem:nte grands de acetato da dibromoeolise
terol s2 intntd el aislamiento de la samicarbasona de la dehidroe
androsterona, obtaniindoses unos pocos coriatalas da pe.fe. 266°C y que
aran svid:ntements ese producto.

Tamoeratura §5 °C Se partid igualmente de 15 grs de acetato de di-
bromo golesterol y se usilizaron lss micmas cantidades de oxidante
que on el caso antarior, <1 econsumo de U fud de 14 atomos gr. por

mol d: oolestzrol, no hadbiendos: aislado nada de semdcarbazona,.



Siendo a8l colecsterol la materia prima nec:seria para la obtencién
de la dehidroandrostsrona, mcontramos convenlente prepareride Hie
cimos en primer lugar la bisqueda bibliogrdfica correspondients B8oe
bre los diversos mftodos posiblas, pero sim mayor msultndo.‘
#1’rgano utilizade ;ara su extraccién es la medula, como lo mencioce
nan la mayer parte de los trabajos y patentes, y loa mftodos empleme=
dos 4 salvo raras oxcepcionssy consisten en su disolucién por el
empleo de 2isolventes adecuados, saponificacidn del matsrial obtue
t;ido en esa »rim:ra axtragccidén ¥ -urifidacidén del colesterol libre
obt;enidol Son ejemploe d e mftodos difarent:s, la patents ameri ca-
na N? 2,1914260 presentada por Porsehe y Solms para Armour y C*¢
consistsente en la hidrdlisis directa de la medula con hidrdxido
aloalino tdrreo y extracoién d=1 colosperol de 1a mezcla resultente
mﬂmdio de disolventos adecuados} y e), mdtodo oridgenico, para
extraccidn de coleaterol ds cerebroy du\mlom y Leveshova (1938),
Aunque la bibliografia ee escaza, se emahm.nlmm trabajo refe=
" rente a la obtencidn del colesterol mr‘ﬁdio de disolvantes ocomo
primera opsraciin. Pusde citarse el t.rabaja de Gieay (1920) on el
cual se indica ln posidbilided ae obtenar 2 lﬁR de colestorol a
rartir de 100 1bs ds mocdula, ’-.

v

Como el exaato empleo ded mdtodo no roproulpa nung\ma ventaja para
¢l trabajo, aplicamos a la medula un mltadolunqlap pero mo idéntieo
8l citado, smpleando disolventes y consutaw bn u axtraccién
con acatona, saponificacidn del extraato r puriﬂuc vor el mé~
todo habituale, Aunqus se trabajd en pe"ue/ﬁ- q:aoa]an, han obtenide
rondiaiontos d:1 7 al 8% en golestarol 4- 'uﬂ. 1?0-4 v
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2arts axparimental

Excparasidn dal col:st.reld:
nsayoe raalizado segun 1) pat:nt: {' 24,121,260
« 800 grs ds —edula fresea sc empastaron con lechada de cal y la rese
e¢la risultants se calsntd durants 3 hs, an autoclave a 125 C, 3l
producto, sin sacar, 8¢ axtrajo con acetona y ed produwto do evapow
racién d» 1a acetona se traté de cristalizar de aleohol, No se obe
tuvo ningun rendimiento y se puede aseogurar que el extragte cetdni-
eo no contenia colesterol, porque haciendole la reeaacidn de Lieberman
Bouchard con anhidride acdtico y dcido sdlfurico, no @e obtuvo golo-
racidn, 8: empled como tastigo solucidn ds volesterol.
Repetido el angayo con 200 grs da msdula fresca molida, igual qQue
en el caso anterior, se procedid a la saponificacidn con lechada
de cal, i1 produgto resultsnts de la saponificacidén se Aividié en
__ dos partes! una de ellas s: sacd a daflo de vapor y sa axtrajo en uns
md‘l‘i‘nﬂor continuo con acetona, del axtracto coténico filtrado, crie-
talizd un producto ds pef, 130 C eon un rendimiento de 6 grs,
La otre narte ss tratd con HCl y la mezola se extrajo gon acetona,
dajando una noche en ~ontaatoe Evapoﬂdd la solugidén y tratado el

produato con nlcohol se obtuvieron aristaleae d. p.f. 132 C gon un

ranxdimieonto de 7,2 grs.

100 grs 4: medula desecada a vacio y a baja temperatura, ss axtra-
Jeron gon acetona, dejandola en contacto durante 28 hse 1 extracto
deténico evanorado, la masa r:sultants s= saponifiod aon HONa al
10%,hirviendo a reflulo durante 4 hs,



La mezela r:sultantz 8: to:§ con #tor, y 21 residuo sl ‘tor sc erise
2alizd d2 alcohol et?linoe '@ obtuvieron 7 grs de colesterol de pefe
140°C

Partiendo de la doble cantidad de madula dosocada y roexliendo axage
tamente en la forma indiocada, 82 obtuviaron 16 grs dec col2sterol

da pefs 147°C
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