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.- INTRODUCCION,

El Ammoidin es una sustancia aislada de los extractos del Ammi-ma
jus, planta herbacea anual que crece libremente y en abundancia en la region
Delta del Nilo, aunque se encuentra repartida por casi todos los paises de cli_
ma calido.

Las propiedades fotosensibilizantes en la piel del Ammi-majus, son_
conocidas desde la antigiiedad. El Bittar publica en el siglo Xl las propieda
des terapéuticas del polvo de esta planta empleado ya en todo el norte de Afri
ca para el tratamiento de leucoderma. En el siglo XVII Dawood El Antaki, -
confirma las propiedades de la planta en los extractos de ella. Fué en 1947 -
cuando |.R. Famly y Hamed Abu-Shady, logranaislar de los frutos del Ammi—
majus los derivados del Psoralen, el Ammoidin ( Xantotoxina; 8-metoxi-Psora—
len), el Ammidin (Imperatorina; Dimetil-etano-2-metoxi-Psoralen), y el Ber
gapten ( 5-metoxi-Psoralen ), que pertenecen, incluyendo al mismo Psoralen -
al grupo quimico de las Furocumarinas. A partir de esa fecha son publicados
por diversos autores, trabajos sobre la separacion, purificacion, identificacidn

cuantificacién, farmacologia y la clinica terpéutica de estas sustancias.



Tomando como base los resultados empiricos con los extractos y el -
polvo de Ammi-majus, se han realizado trabajos administrando Ammoidin, por
via oral y tépica, con sustancia pura y en combinacién con los otros deriva- -
dos del Psoralen ( Imperatorina o Bergdpfen ), observdndose que la presencia si
multdnea de Ammoidin y Bergapten, produce un aumento de la actividad foto-
sensibilizante en la piel (Sinergismo), originando eritema y ain edema en la_
piel, los cuales pueden considerarse como efectos tdxicos.

La presente tesis, tiene como objeto (considerando el aumento de_
esta actividad fotosensibilizante ), la identificacion, separacién y valoracién
del Ammoidin y de posibles impurezas, en el principio activo y en las formas=-
farmacéuticas tabletas, tintura y pomada.
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por su apreciable ayuda, a la PROFRA, QFB, ETHELVINA MEDRANO DE - -

JAIMES por su estimulo y apoyo, al PROFR, QFB. RAMON ULACIA ESTEVE -
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por sus valiosos y atinados consejos que hicieron posible la realizacién de este
estudio y término del mismo; y a todos aquellos quienes han hecho posible y -

contribuido de alguna manera al logro de mi formacién humana y profesional.



Il.- GENERALIDADES.
Il A.- VITILIGO.

1.- DEFINICION.

El término Vitiligo, que por mucho tiempo, ha sido usado incorrec-
tamente para indicar los diferentes tipos de leucoderma, se restringid su uso —
para indicar al Leucomelanoderma de origen idiopatico. Sus caracteristicas -
esenciales son, un pedazo de piel blanca con hiperpigmentacion en la perife-
ria. En algunos casos la funcién pilomotora y las glandulas sebdceas son afec
tadas, y por consiguiente es comin encontrar bello sobre las manchas blancas.

Las lesiones tienen topografia y tamafio variable, se encuentran - -
principalmente en la cara, cuello, antebrazos, dorso de las manos y en érga—
nos genitales externos. Raramente se observan manchas blancas en las palmas
de las manos y plantas de los pies, la distribucion de las manchas es segmenta

da a menudo, bilateral y casi simetral.

2.- HISTORIA.

Vitiligo, uno de los problemas dermatolégicos mas comunes, es una



enfermedad de tiempo inmemorial. La informacién mas antigla data del ini—
cio de los escritos acerca de la Medicina Faradnica en el Ebers Papyrus (1)~
donde se describen 2 tipos de enfermedades que afectan el color de la piel. -
Uno donde hubo destruccidn de tejidos, posiblemente lepra, el otro, el cual -
fué probablemente vitiligo.

En el libro sagrado de la India, Atharva Veda, el cual data de - —
1400 A.C., se encontré mencionado un mal conocido como "Shwetakustha", -
que posiblemente fué vitiligo (2).

El término "vitiligo" deriva del latin vitelius, que significa "bece-
rro", fué usado primero por el fisico romano Celsus en la segunda centuria D
C.; las @reas blancas caracteristicas de la enfermedad se parecen a las man--

chas blancas de un becerro manchado (4).

3.- CLASIFICACION.

De acuerdo al grado de areas involucradas, el vitiligo ha sido cla-
sificado en 3 tipos :

1.- Vitiligo localizado

2.- Vitiligo generalizado

3.~ Vitiligo universal

En el vitiligo localizado; la depigmentacién de la piel y/o el ca—

bello se restringe a una regién, tal como el cuero cabelludo, érea genital, --



grea perineal, o un lado de la cara; la nuca es uno de los sitios favoritos pa-
ra las lesiones localizadas. La configuracidn de las lesiones puede ser lineal
y ocasionalmente parece seguir el modelo de un dermatoma.

En el vitiligo generalizado; las manchas depigmentadas se extien—
den por todas las dreas, cara, nuca, cabello, extremidades, pliegues del - -
cuerpo, orificios externos, qmbligo, membranas mucosas y genitales. En al-
gunos casos, la distribucidn puede simular a aquella de las areas del mal de -
Addison previamente reportada por Lerner (5). En el vitiligo generalizado -
ampliamente extendido, puede ser dificil saber cual es la pigmentacién nor- -
mal de la piel del paciente.

En el vitiligo universal, la superficie cutdnea entera estd depigmen
tada. Pequefias manchas hiperpigmentadas aparecen en la piel, como respues
ta a la imposibilidad de exposicidn al sol. Este vitiligo universal puede con-
fundirse con el albinismo, excepto por la existencia de pigmento en los ojos y

cabello.

4.- POSIBLES FACTORES EN LA EXTENSION DE VITILIGO.

En vitiligo, la depigmentacidn tiende a progresar con el aumento -
en la duracidn de la enfermedad. En algunos casos, la enfermedad puede pro
gresér muy lentamente y la depigmentacidn puede permanecer localizada en -

un Grea por un periodo largo antes de que otras manchas aparezcan. Por - -



otra parte en algunos casos de vitiligo la extension de la depigmentacion pue-
de ser tan rdpida que las areas anchas de!l integumento llegan a ser involucra—
das en pocas semanas.

Muchos autores se inclinaron a establecer que la rapida extension -
de vitiligo se debia a un choque emocional o a una tensién nerviosa continua.
También las reacciones graves de quemaduras de luz solar pueden ser un factor

precipitante en el desarrollo o extensién de algunos casos.

5.- INCIDENCIA,

Un ndmero de estudios han sido realizados para determinar la inciden
cia de vitiligo en diferentes partes del mundo, con estimaciones con un rango
de 0.14 a 3.2%. Es probablemente seguro establecer que la muy amplia inci
dencia mundial de vitiligo es aproximadamente de 1% (6). En Egipto es - —
aproximadamente de 1%; en Suiza se reportd que es de aproximadamente - -
0.39%; en Rusia es de 0.14%; en Londres 0.24% y en Japdn es de 1.64 % --
(7); en los Estados Unidos se reportd que es aproximadamente de 1%, en la -

India, la incidencia se piensa que es de 3% (5).

iI1B.- AMMOIDIN,
1.- OBTENCION,
El Ammoidin se puede obtener por :

a).- Extraccién de plantas naturales.



b).- Sintesis.

a).- Extraccién :
Industrialmente, el Ammoidin se obtiene del Ammi majus Linn (Um

belliferae ), encontrdndose en concentraciones de aproximadamente 1% en sus

frutos. Pero se encuentra también en las siguientes fuentes naturales (8).

FUENTE NATURAL NOMBRE COMUN FAMILIA
Angelica archangelica Engelwurz Umbelliferae
Pastinaca sativa Garden parsnip Umbelliferae
Ficus carica Fig Moraceae
Ruta chalepensis Rutaceae
Fagara xanthoxyloides Rutaceae
Ruta montana Rutaceae
Aegle marmelos Bel Rutaceae
Ruta graveolens Rue Rutaceae
Luvanga scandens Lavanga Rutaceae
Xanthoxylum flavun West indian Rutaceae
Ruta bracteosa Satin wood Rutaceae

Se puede extraer de las diversas partes de la planta, tallo, hojas, -
fruto, raiz, dependiendo de la especie y lugar en donde se cultiven, ya que =
se encuentran distribuidas por todos los pafises.

El proceso de extraccién se puede reducir en los siguientes pasos :

1.- Recoleccién de la planta y seleccion de las partes de ella.

2.~ Secado.

3.~ Machacado o triturado.
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4.- Extraccion propiamente dicha.
5.- Purificacion.

6.- Cristalizacion.
b).- Sintesis :

El Ammoidin ( Xantotoxina), ha sido sintetizado por varios investi-
gadores (9). Dilip K. Chatterjee y Kalyanmay Sen (10), reportan una nueva
sintesis por su método general, la cual parte del pirogalol. Las reacciones —

que se efect(an se muestran a continuacion :

la
ZnCly/HCI
CH,=CHCN ~
O b O O
OH

y o
N
O o CH

o
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El 6-7 Diacetoxi-2, 3-Dihidrobenzofurano, fué condensado con- -
Acrilonitrilo usando ZnCl9 anhidro y HC1 como agente condensante para pro-
ducir el 2,3,5,6,-Tetrahidroxantotoxol la (66% ). Este producto la fué deshi-
drogenado con Carbén-Paladio en Oxido de Difenilo (Eter de Fenilo) hirvien_
te para producir Xantotoxol lla, posteriormente este producto lla se metila - -
con Diazometano para obtener el Ammoidin ( Xantotoxina) llb.

Por otra parte, el producto la se metila con Diazometano a 2,3, 5,
é-Tetrahidroxantotoxina Ib, este producto lb en deshidrogenacién con Carbdn
-Paladio en Oxido de Difenilo hirviente se transforma en el Ammoidin ( Xan--
totoxina) Ilb, el cual fué purificado a P.F. 146°C (Benzeno-Eter de Petréleo)

(45%) (Lit. 9a.) (P.F. 146°C).

2.- MONOGRAFIA DEL AMMOIDIN,
NOMBRE QUIMICO :
Delta-Lactona del Acido 6-Hidroxi=-7-Metoxi-5-Benzofurana-
crilico.

9-Metoxi-7 H-Furo (3,2-g) (1) Benzopirano-7-ona.

SINONIMOS:

Metoxalen
8-Metoxipsoralen

Xantotoxina
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8 Metoxi-4', 5' : 6,7-Furocumarina.

8 Metoxi ( Furano-3', 2': 6,7-Cumarina).

8-MOP
8-MP
FORMULA CONDENSADA : C]2H804
FORMULA DESARROLLADA :
3
O @)

OCHj
PESO MOLECULAR :  216.195

DESCRIPCION :
El Ammoidin es una sustancia que se presenta en forma de pequefios
cristales alargados, de color blanco con sabor amargo seguido por una sensa- -

cidn picante, sin olor.

SOLUBILIDAD :

Es una sustancia insoluble en agua fria, ligeramente soluble en - -
agua hirviente, petrolato liquido, éter; soluble en benceno, acido acético, -
aceites vegetales fijos, propilenglicol y en etanol hirviente; muy soluble en~-

cloroformo y acetona.
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IDENTIDAD (11) :

a).= Con calentamiento disolver 10 mg de Ammoidin en aproxima—
damente 5 ml de HNO3 dil. : la solucién se torna amarilla.
Alcalinizar con solucién de NaOH al 40% : la solucién se -
torna rojo-café.

b).- Suspender aproximadamente 10 mg de Ammoidin en 5 ml de -
HySO, conc. : Se desarrolla un color amarillo, el cual --
cambia gradualmente a café obscuro.

c).- Por cromatografia en capa fina, mediante la técnica reporta

da en esta presente tesis, muestra un R de 0.248.

PUNTO DE FUSION :

146 - 147°C (Por cristalizacién de Etanol-Eter).

PERDIDA AL SECADO :
Pesar 1 g de Ammoidin, secar a una temperatura de 105°C durante

6 horas : la pérdida en peso no debe exceder de 0.5%.

CENIZAS SULFATADAS :
Carbonizar 1.0 g de Ammoidin, enfriar el residuo, agregar 1 ml de

Ac. Sulfirico conc., calentar cuidadosamente hasta que no se desprenda trio-

xido de azufre, hacer la ignicidn, enfriar y pesar : los residuos no excederan
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de 0.1%.

Esta muestra estd libre de residuos para la determinacién de metales

pesados.

METALES PESADOS :
Disolver el residuo de la determinacion de cenizas sulfatadas en 23
ml| de agua, agregar 2 ml de Acido Acético diluido, la cantidad de metales -

pesados no excederd de 20 p.p.m.

ABSORCION AL ULTRAVIOLETA :

Una solucién al 0.0004% en etanol, exhibe maximas absorbancias =
al UV. a aproximadamente 219, 250 y 300 nm, minimas a aproximadamente —
231 y 277 nm, tales absorbancias se muestran en la gréfica No 1. La E (1%,
1 cm) en etanol a 219, 250 y 300 nm es de aproximadamente 1125, 1050 y —

560 respectivamente.
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ABSORCION AL INFRAROJO :

En el rango del Infrarojo, el Ammoidin presenta las siguientes ab—

sorciones caracteristicas :

LONGITUD DE ONDA FRECUENCIA (cm-] ) ENLACE CAUSANTE

nm - DE LA ABSORCION,
5.87 1705 enlace C=Ode la Del-
ta Lactona.
6.17 y 6.33 1620 y 1580 enlace C=C Aromaticos
2.1 1095 enlace del grupo -CH3
9.8 1020 enlace C-O-C del gru
po CH3O-
11.43 875 enlace Ar-H

Estas absorciones se muestran en las graficas 2 Ay 2B,
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METODO DE VALORACION :

Varios métodos han sido publicados para la estimacion cuantitativa

del Ammoidin y otras furocumarinas tanto en las frutas de Ammi-majus L. co—
” . . . ”, . . ” .

mo en productos farmacéuticos, ejem. : Gravimétrico, Colorimétrico, Espec-

trofotométrico y Densitofotométrico (12).

El método gravimétrico fué el primero, usado para la estimacién de
furocumarinas presentes en las frutas de Ammi-majus L. (13). Este método —
tiene muchas desventajas, entre las cuales se tienen, la pérdida de cantidades

. - oL .’ . . .
apreciables de furocumarinas durante la purificacidn y las impurezas no elimi-
. . o ”» ” .
nadas como las cumarinas, que dirigen a cdlculos erréneos. Sin embargo, es
te método fué usado para la estimacion de furocumarinas totales, aunque algu
nas de las cuales pueden ser farmacoldgicamente inactivas.

El método colorimétrico ha sido adoptado para la valoracién de fu-
rocumarinas totales (14 ) e individuales (15). Beyrich (16), sin embargo cri
ticd este método y establecié que no es adecuado para la estimacién de Ammoi
din e Imperatorina, pero pudo ser aplicado para la estimacion de furocumari--
nas que tienen libre la posicidn 8, tal como el Bergapten y Psoralen.

El método espectrofotométrico se ha usado para la valoracién de fu
rocumarinas individuales, principalmente Ammoidin, Imperatorina y Bergap- -

ten después de la separacién, ya sea por cromatografia de papel que se ha - -
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adoptado en muchos casos (17 ) 6 por cromatografia en capa fina (18).

El método densitofotométrico fué sugerido por Abu Mustafa y otros -
(19), pero su aplicabilidad no ha sido confirmada.

Después de varias tentativas se encontré que el método espectrofo—
tométrico con previa separacidon por cromatografia en capa fina es el mas ade-

cuado para la estimacién de furocumarinas individuales.

3.- FARMACOLOGIA.

El estudio de lo Farmacologia es muy extenso y dificil de tratarlo —
brevemente, por.ello, en este caso se trataran los puntos mas indispensables -
para comprender los efectos terapéuticos del Ammoidin, por consiguiente se —

enunciardn los trabajos publicados sobre :

1).- ACTIVIDAD FARMACOLOGICA.
2).- MECANISMO DE ACCION,
3).- INTERACCION DE FARMACOS.

4).- TOXICIDAD.

1).- ACTIVIDAD FARMACOLOGICA,
a).- Accién Fotosensibilizante en la piel vitiliginosa.
Ibn El Bittar (20), reporta por primera vez como efecto terapéutico

del Ammi-majus una repigmentacién de manchas blancas de la piel vitiligino—
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sa. Posteriormente, este efecto y otros posibles fueron publicados por diver—
sos autores, tales como :

Abdel Monem, en 1947, llevé a cabo pruebas clinicas usando 8- —
MP. en el tratamiento de vitiligo, teniendo resultados insatisfactorios. En —
ese mismo afio Fahmy y Abou Shady (21), realizaron una extraccién de las = -
frutas de Ammi majus Linn., logrando una separacién de 3 compuestos cristali_
nos : Ammoidin ( Metoxalen, Xantotoxina), Imperatorina y Bergapten. Es--

tos productos cristalinos fueron clinicamente probados de 3 maneras :

1.~ Por via oral,
2 .- Por aplicacién local Gnicamente.

3.~ Por combinacién de ambas.

Esta forma cristalina de Ammoidin fué dada en dosis de 50 mg por -
dia, seguida por irradiacién solar o de luz ultravioleta obteniéndose un resul
tado satisfactorio.

En 1948, Abdel Monem (22), aplicé Psoralenes por via topica. --
El Ammoidin fué aplicado como solucién a las manchas vitiliginosas, seguidas
por irradiacion solar y se observé que Gnicamente las manchas tratadas tenian_
repigmentacién, sin embargo, un alto porcentaje de las curaciones se alcanzé
mediante la combinacién del tratamiento oral y tépico, seguido por irradia- -

cién solar. Concluyd que este tratamiento oral-tSpico es mds efectivo que —
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cada uno de ellos por separado.

También observé que no era necesario que ocurriera vesiculacion o
inflamacion severa para que haya repigmentacién, puesto que esta Gltima apa_
recid en las manchas, las cuales no mostraron algidn signo de vesiculacién o in
flamacién severa. En 1952 (23), este mismo autor Ilevé a cabo pruebas clini
cas sobre un grupo de pacientes de ambos sexos y distintas edades, teniendo —

distribucion y grados diferentes de la enfermedad. De estas pruebas, se hicie

ron las siguientes observaciones :

1.~ El farmaco es efectivo en el tratamiento de vitiligo y la res- -
puesta es especifica.

2.- No hay relacién entre la velocidad de repigmentacion y el se
xo.del paciente.

3.~ Lasola irradiacion solar o de luz ultravioleta sin el farmaco -
no tiene efecto.

4,- El desarrollo de eritema severo y vesiculacion no fué esencial
para el proceso de repigmentacion.

5.- Se encontré que, una dosis diaria de 40-50 mg de Ammoidin -
es la dptima, dando el efecto terapéutico completo sin algin

- ” . - . -
sinfoma téxico ain si es usado en periodos largos.

Pathak y Fitzpatrick han demostrado que la aplicacién topica o ad-



22

ministracion oral de Ammoidin puede hacer que aparezcan respuestas de erite-
. . . efe o
ma y pigmentacién, en animales y en el hombre, con fuentes de luz artificial

(long. onda de 320 - 390 nm) & solar.

b).- Aumento de la capacidad de bronceamiento de la piel.

Los Psoralenes aumentan la capacidad de la piel para el broncea- -
miento. El bronceamiento aumentado de la piel después de la ingestion de —
Psoralenes ha sido observado por muchos autores, ejem. : Arnold (25), Fitz—
F;atrick y colaboradores (26 ) e Imbrie y colaboradores (27 ). Los pacientes —
con vitiligo bajo la terapia con Psoraienes siempre muestran un bronceamien=--
to incrementado de las dreas normales de su piel expuesta a la luz del sol o ul

travioleta.

c).~ Aumento de la tolerancia a la luz solar y disminucion de que_

maduras en la piel.

Hay evidencias de que el Ammoidin administrado oralmente, posee_
una propiedad de proteccidn de la piel contra la luz ultravioleta, aumentando
el promedio de tolerancia de ias personas normales a la luz solar.

Lerner y colaboradores (28), reportan que dos pacientes con viti-
ligo a quienes se les di6 Ammoidin, establecieron que ellos pudieron tolerar -
la luz solar en las Greas de vitiligo mejor que antes del tratamiento. Tres al_

binos se les di6 Ammoidin de manera semejante, se observé un aumento de la
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tolerancia a la luz solar.

De 1952 a 1954, Fitzpatrick y Lerner (29), usando 8-MP. oralmen
te en el tratamiento de 110 pacientes con vitiligo, extendieron la evidencia -
de la tolerancia incrementada a la luz solar de la piel vitiliginosa siguiendo -
el tratamiento. Por otra parte, 36 personas normales tuvieron un bronceamien
to incrementado y una disminucion de quemaduras, mientras usaban 20 mg de -
Ammoidin por via oral diariamente.

Imbrie y colaboradores (27, 30), demostraron que el aumento mar-
cado de proteccién de la piel expuesta previamente a la luz solar después de _

ld ingestién de Ammoidin, se debia a la administracién de este farmaco.

2).- MECANISMO DE ACCION.

Se sabe que las reacciones de fotosensibilizacion bioldgica resultan
de la absorcién de un amplio espectro de radiacién. La energia asociada - -
con los fotones de longitud de onda diferente, puede iniciar alteraciones bio=
Iégicas. La absorcién de la energia es un fendmeno especifico primordialmen
te asociado con la estructura de las moléculas. Por otra parte se sabe que - -
Unicamente la radiacion absorbida es capaz de producir un cambio. Sin la —
absorcién de la energia de luz no puede haber fotosensibilizacion biolégica. =
Es importante también tener en cuenta que la energia absorbida no necesaria—

mente tiene que producir alteraciones bioldgicas. Dicha energia puede ser -



24

degradada en los tejidos en forma de calor (ejem. : elevacién de la tempera-
tura). Es obvio por consiguiente que hay una relacién estrecha entre el espec
tro de absorcién de la molécula y el espectro de accién, como por ejemplo, —
aquellas longitudes de onda que evocan alteraciones bioldgicas.

El espectro de accion de Ammoidin en la fotosensibilizacion cuta--
nea en el hombre ha sido reportado por Buck y colaboradores (31) y Pathak --
(32). Los datos de estos autores indican que el espectro de accién fotosensi-
bilizante de Ammoidin se extiende entre 340 y 380 nm, con maxima efectivi—
dad a 360 nm.

Recientemente, usando intensidad alta de radiacion UV. monocro—
mdtica de una ldmpara de Xendn, Pathak y El Mofty, han reexaminado la ac-
cién fotosensibilizante de Ammoidin y otras furocumarinas. Sus observaciones
revelaron que las longitudes de onda abajo de 320 nm (240-260, 280-290nm)
son las absorbidas més rdpidamente por estos compuestos, sin embargo no au- -
mentan la respuesta eritemal normal en conejillo de indias, siendo principal—
mente la radiacidn en el rango entre 320 y 360 nm la que tiene un efecto foto
sensibilizcnfe sobre la piel de estos animales. Ellos notaron sin embargo, que
la respuesta eritemal producida por la irradiacién con longitud de onda de = -
300 nm fué marcadamente aumentada por administracion de estos farmacos. —
De estos estudios concluyeron que la accién fotosensibilizante de furocumari—

nas biolégicamente activas estd en el rango de 300-360 nm con efectividad -~
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maxima de 320 y 360 nm.

- Puesto que la administracion de estos compuestos es seguida por un-
aumento de la respuesta eritemal de la piel a longitudes de onda de 300 a 320
nm, es claro que hay una relacién definida entre el espectro de absorcidn de _
Psoralenes y el espectro de accién de fotosensibilizacién cutdnea en la region
entre 295-320 nm, por otro lado, no ha sido bien definida la longitud de onda
de 360 nm que adn no siendo marcadamente absorbida por Psoralenes, aumenta
la fotosensibilizacion cutanea.

Jarrett y Szabd (33 ) estudiaron histoldgicamente la respuesta de la
piel normal y vitiliginosa a la Soln. de Ammoidin y radiacion solar o ultravio
leta. En la piel normal encontraron un aumento marcado de reactividad de -
la Dopa en los melanocitos pero no hubo un aumento significativo en su nime_
ro.

Fué demostrado por Pathak, Szabd y El Mofty, que la pigmentacidn
aumentada que sigue de la ingestion de Psoralen y luz, parece ser debida al -
aumento en el nGmero de melonocffos. Los melanocitos no Gnicamente au---
mentan en ndmero, sino que también aumentan en tamafio y en su capacidad -
para producir melanina. La rﬁicroscopl'a de luz ha revelado que las dreas de_
piel tratadas con Psoralen tienen un aumento en la reactividad de Dopa en los_

melanocitos y tambi én en la actividad de tirosinasa.

Posteriormente en 1967 Nobuyuki Mizuno (34), realizé estudios --
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histolégicos e histoquimicos de la fotosensibilidad de Ammoidin administrado -
por via intraperitoneal a conejillo de indias con irradiacion posterior de luz —
UV., observando que inmediatamente después de la aplicacién habia varia- -
cién en los procesos enzimdticos y en las cantidades de las enzimas, principal
mente en la deshidrogenasa succinica y NADH Tetrazolium reductasa.

Por otra parte Musajo Luigi y Rodighiero Giovanni, por separado y_
después juntos, ayudados por ofros investigadores realizaron estudios a nivel —
macromolecular de la fotoreactividad del Ammoidin y otras furocumarinas de
rivados del Psoralen con acidos nucléicos (35, 36,37), estableciendo una —
correlacidn estrecha entre la actividad fotosensibilizante de furocumarinas en_
la piel y su fotoreactividad con DNA natural; para ello, hicieron compara- -

cién de ambos fendmenos, los cuales se mencionan a continuacion.

a).- El Ammoidin y su actividad fotosensibilizante en la piel.

Para evaluar la actividad fotosensibilizante, Rodighiero y Musajo
(38, 39) hicieron una prueba que consistié en lo siguiente : En la espalda de
hombres voluntarios colocaron 5 meg de la sustancia por cm? de la piel, eirra
diaron a 365 nm; determinaron el tiempo minimo de la irradiacidn necesario =
para la aparicién de eritema, tomando como actividad fotosensibilizante de re
ferencia, la que produce el Psoralen que es la furocumarina de la cual se ob—

tienen sus derivados, estando entre ellos el Ammoidin.
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Pathak y otros investigadores (40,41), obtuvieron resultados andlo_
gos, trabajando sobre la piel de conejillo de indias, determinaron la cantidad
minima de sustancia necesaria para producir eritema después de un constante -
periodo de irradiacion. Posteriormente se hicieron modificaciones para esta-
prueba (42), atendiendo a metil derivados mds activos que Psoralen; se usé -
piel de conejillo de indias, se redujo la cantidad de la sustancia aplicada a -
2.5 mcg por cm? de piel y se determind el tiempo minimo de irradiacién en --
condiciones estandar de temperatura, distancia e intensidad de irradiacion, —
necesario para obtener el eritema. Los datos que aparecen en la tabla No 1

estdn referidos a esta prueba.

TABLA No 1

Furocumarinas Actividad relativa fotosensibilizante -~
en la piel (Psoralen 100).

8-Metil-Psoralen 540

5-Metil-Psoralen 450

Psoralen 100

Ammoidin 71

Bergapten 61

Angelicin 12

4',5' Dihidro-Psoralen Inactivo

Xantotoxol . Inactivo
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b).- Fotoreactividad del Ammoidin con DNA Natural y su correla

cidn con su actividad fotosensibilizante .,

Para establecer la fotoreactividad, se determinaron las velocidades
de fotoreaccidn entre DNA natural y las furocumarinas, entre ellas el Ammoi-
din.

La prueba consistié en colocar DNA natural de timo de becerro en_
una solucién acuosa, se agregaron pequefias cantidades de soluciones alcohéli
cas de las furocumarinas marcadas con Tritio para dar concentraciones finales-
de 10 mcg por ml, las concentraciones de alcohol en las soluciones fueron me_
nores de 1%, para evitar la precipitacién del dcido nucléico. 2 ml de las so
luciones obtenidas se irradiaron a 365 nm, después se agregoé Cloruro de Sodio
s6lido a las soluciones para obtener concentraciones de 0,1 M. Se precipito_
el DNA por adicién de 4 ml de Etanol-agua (80:20) (V/V). Se redisolvié -
en 2 ml de agua. Las soluciones obtenidas fueron utilizadas para determinar_
la fotoreactividad de las furocumarinas marcadas que reaccionan con el DNA
natural, mediante la radioactividad estimada con un actinémetro.

Para definir las fotoreactividades en nimeros, de los datos obteni--
dos, expresados en porcentajes de furocumarinas fotoreaccionantes en relacién
a la cantidad inicialmente presente, se calculé el tiempo de irradiacion nece

sario para ligar a DNA natural un 20% de las furocumarinas agregadas, consi
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derando la fotoreactividad de Psoralen como igual a 100.

Los resultados obtenidos de manera previa sobre la fotosensibilidad
en la piel que aparecen en la Tabla No 2 confirman que la fotoreaccién DNA
natural y furocumarinas, se relacionan con los efectos fotosensibilizantes pro—

ducidos por las furocumarinas sobre la piel (35).

TABLA No 2

Fotoreactividad relativa de furocumarinas con DNA y su acti
vidad relativa fotosensibilizante en la piel.

Furocumarinas  Tiempo de Irradiacion Fotoreactividad Actividad Relativa

necesario para un 20% relativa con -- fotosensibilizante -
de enlace a DNA - - DNA ( Psoralen  en la piel (Psora--
(seg.) =100 ) len =100)
8-Metil -Psoralen 90 378 540
5-Metil-Psoralen 144 233 450
Psoralen 336 100 100
Ammoidin 558 60 71
Bergapten
( 5-metoxi-Psoralen) 1026 33 61
Angelicin
(Iso=Psoralen) 2160 15 12
4',5'-Dihidro-Pso.
ralen - - Inactivo
Xantotoxol

( 8-Hidroxi-Psora
len) - - Inactivo
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c).- Mecanismo de Fotosensibilizacion en la piel, y orden de - --

reacciéon (36).

Partiendo del conocimiento de que, las furocumarinas fotoreaccio—
nantes con los dcidos nucléicos dan una fotoreaccion de C4-cicloadicién al -
doble enlace 5,6 de una base pirimidica ( Timina, Citosina, Uracilo); las —
furocumarinas pueden emplear ya sea su doble enlace 4',5' 63,4, En el pri-
mer caso las fotoadiciones que se formaron no absorbe arriba de 320 nm. En
el segundo, las fotoadiciones tienen una absorcién a 365 nm. Se puede suge-
rir por tanto que ,cuando una furocumarina fotoreacciona con los Gcidos nucléi
cos para formar una fotoadicién 4', 5', se puede dar una fotoreaccién adicio—

nal, una segunda C -cicloadicién a otra base pirimidica con su doble enlace-
’ 4 p

3,4.

OCHj

Por otra parte, se sabe que las furocumarinas libres pueden dar foio
dimeros o productos de fotooxidacion cuando se irradia en soluciones acuosas—
a 365 nm. Los productos,sin embargo, en este caso son siempre muy bajos pa

ra el mismo periodo de irradiacion.

Las reacciones se pueden resumir como sigue :
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Furocumarina Libre

+ Ac. Nucléico —— Complejo molecular

A /(365nm B l/< 365 nm

Fotodimeros, Fotoadicion de la
Furocumarina a una base

Productos de Fotooxidacion Pirimidica del dcido
nucléico.

C A 365 nm
Después de la fotoreaccidn
de la Furocumarina ya liga
da por sus posiciones 4', -
5'
La complejidad del sistema hace muy dificil determinar el orden de
la fotoreaccion entre furocumarinas y acidos nucléicos. Sin embargo pode-
. .’ -
mos considerar que la reaccién A es generalmente lenta y que en el perfodo —
inicial de la irradiacién, la influencia de la reaccién C es también muy peque
~ . . . - . . . . .
fia. Por consiguiente, podemos asumir que en el periodo inicial de la irradia
cion la reaccién B tendrd una prevalencia absoluta sobre las otras.
De acuerdo a los resultados reportados (36) los cuales se refieren —

Unicamente al periodo inicial, hacen suponer que el orden de reaccion es de -

pseudo-primer orden con respecto a las furocumarinas.
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d).- Estudios sobre las reacciones de Foto-Cy-Cicloadicién entre
furocumarinas fotosensibilizantes de la piel y acidos nucléi-

cos.

Algunos autores (37) hicieron estudios de las fotoreacciones de fu-
rocumarinas con dcidos nucléi cos (DNA natural, DNA desnaturalizado y RNA
ribosomal ), teniendo como base las reacciones de Foto-Cy-Cicloadicién com-
probadas, sugirieron que en el caso de DNA natural ocurre una intercalacién
de las furocumarinas entre pares de bases pirimidicas adyacentes de la doble -
hélice como primer paso de la reaccién. Esta fotoreaccion no estd acompaiia
da por rompimientos en la cadena de polinucledtidos o por modificacion con--
formacional de la macromolécula. Observaron un paralelismo entre el grado_
de actividad de las sustancias de este grupo para la fotoreaccion con DNA na
tural y la fotosensibilizacion en la piel.

Por otra parte, concluyeron que no existe una correlacion estrecha_
entre la fotoreactividad de furocumarinas con RNA ribosomal, DNA desnatura
lizado y su actividad fotosensibilizante en la piel.

Determinaron también que, dentro del campo de fotosensibiliza~ -
cién, las furocumarinas dan fotoreacciones las cuales pertenecen a aquellas =
que son independientes del oxigeno, ya que hay otras que son dependientes —

del oxigeno.
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3).- INTERACCION DE FARMACOS.

Palicska y colaboradores (44 ), realizan estudios sobre derivados --
de furocumarinas fotodinamicamente activas de origen natural que causan in--
flamacién de la piel. Ellos concluyeron que las inflamaciones causadas por -
Parsnid ( planta natural ), se puede explicar por la presencia simultanea de - -
Ammoidin y Bergapten.

Se puede suponer que hay un sinergismo que surge de la asociacién
de los dos farmacos, pero que este incremento de la actividad terapéutica se -

manifiesta en forma toxica, produciendo eritemas, edemas e inflamaciones.

4).- TOXICIDAD.

En vista de laLD 50 por via oral (470 + 30 mg por Kg) en ratas, -
Ammoidin parece ser un farmaco relativamente sin riesgo. Los estudios de to_
xicidad crénica en ratones revelaron que el farmaco en pequefias dosis (0.4 —
mg por dia por via intraperitoneal ), no indujo a cambios detectables ain des—
pués de un periodo de un afio de administracion. Cuando se inyecté en ratas_
en la relacién de un décimo, la LD 50 (46 mg por Kg) por 15 dias, el farma—
co indujo hemorragias internas y produjo degeneracion prematura en el higa--
do y rifiones (45). Estos descubrimientos estdn de acuerdo con los resultados
de Elwi (46) quien reporid efectos similares en conejillo de indias.

La administracién oral del Ammoidin en humanos se sabe que causa
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una amplia variedad de signos desagradables y sintomas tales como nduseas, —
vomitos, quemaduras gastricas, dermatitis, sangrado rectal, albuminuria. Al-
gunos de estos efectos fueron reportados en el siglo XVII por Dawwod El-Anta
ki (47).

El farmaco parece reaccionar de manera diferente cuando se admi—
nistra a través de las diferentes vias de administracion, estas introducen facto
res que complicdn el estudio de la toxicidad. Parece ser que hay un indice -
terapéutico razonable entre dosis terapéutica y dosis letales. Sin embargo, -
cuando la dosis terapéutica es seguida por exposicion a la longitud de onda --
UV., Ammoidin causa un intenso eritema y edema, adquiriendo toxicidad po—
tencial en ratones albinos, ratas y conejillos de indias. A causa de estos - -
efectos farmacoldgicos, este principio activo fué causa de investigaciones pos
teriores. Sin embargo se enfatizard que el farmaco tiene que ser administra—

do bajo supervision cuidadosa.



I1l.- PARTE EXPERIMENTAL.

Il A.- MATERIAL.

10.-
.-
12.~
13.~
14.-

15.-

Placas de vidrio de 20 x 20 cm
Extendedor

Plantilla de trabajo

Gradilla

Placa graduada ( para medir el corrimiento )
Céamara de vidrio de 10 x 22 x 22 cm
Mortero

Estufa a 110°C

Micropipetas aforadas de 100 y 200 mcl
Silica gel GF-254

Lémpara de luz UV, (254 y 360 nm)
Matraces aforados de 10 ml

Matraces aforados de 25 ml

Matraces aforados de 100 ml

Reactivos : Formamida
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Cloroformo

Acetona
Dibutil éter 6 n-Butil éter

16,- Ammoidin : a).- Patrén Interno
b).- Muestras de Principio Activo (5 Lotes)

Muestras de Tabletas
Muestras de Tintura
Muestras de Pomada

a).- Para obtener un Patrén de Ammoidin, utilizado como referen-
cia para los ensayos, se partié de diferentes muestras de este farmaco para pro
ceder con ellas de la siguiente manera :

Se realizé una separacién de Ammoidin e impurezas por cromatogra
fia en capa fina, usando el sistema reportado en esta presente tesis.  Las = —
muestras aplicadas fueron de 40 mcg de principio activo disueltos en clorofor—
mo.

De los resultados obtenidos, que se muestran en la Fig. No 1, se
escogi6 aquella muestra que sélo mostré la presencia de Ammoidin con un Re -
de aproximadamente 0.248, ya que en algunas muestras, se detectd otra man_
cha que corresponde al Bergapten con un R¢ de aproximadamente 0.455, el --

cual se considera impureza.
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", D Re = 0.455

) TUD D Rp = 0.248

Lote A B C D E

Fig. No 1 : Resultados de la cromatografia practicada de diferen
tes Lotes de Ammoidin.

Esta muestra se recristalizé en una mezcla de etanol-éter (2:1).

Se someti6 a las pruebas fisicas y quimicas que se reportan en la par
te de generalidades de este trabajo, con el objeto de asegurar la identidad y -
la mayor pureza.

b).= Las muestras de : Principio activo, tabletas, tintura y poma-
da utilizadas para los ensayos de valoracidn, se tomaron de aquel Lote, cuya

muestra presentaba Bergapten, con el objeto de realizar la separacién y estima
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cidn cuantitativa de Ammoidin (Principio Activo ) y Bergapten (Impureza).

Il B.- METODO.,

La técnica de separacion utilizada fué la cromatografia en capa fi-
na,. siguiendo un sistema unidimensional ascendente con las siguientes caracte
risticas.

a).- Fase estacionaria : Placas de silica gel GF-254, de 0.25 mm
de grosor, activadas a 110°C durante 1 hora, e impregnadas con solucién de -
formamida al 25% en acetona.

b).- Fase mévil : Dibutil éter (n-Butil éter).

c).- Deteccién de las manchas a la luz UV, (254 y 360 nm).

Este método did una adecuada separacion de furocumarinas siendo =
reportado anteriormente por Beyrich (49).

Esta previa separacion de Ammoidin e impurezas por cromatografia_
en capa fina, hizo posible la cuantificacidn individual por espectrofotometria
en el rango del UV, de Ammoidin y posibles impurezas, en principio activo y
formas farmacéuticas, tabletas, tintura y pomada.

A continuacidn se mencionan los procedimientos que se siguieron —

para dichas valoraciones.

a).- METODO DE VALORACION EN PRINCIPIO ACTIVO (12).
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PROCEDIMIENTO :

Poner 40 mg tanto del patrén de Ammoidin como de la muestra de -
materia prima en matraces aforados de 10 ml, disolver con cloroformo y aforar -
con el mismo solvente. De ambas soluciones medir muestras con micropipetas
aforadas de 100 mel, aplicar a las placas previamente preparadas, activadas e
impregnadas como se indicd anteriormente. Colocar las placas en una céma-
ra de vidrio saturada con mds o menos 100 ml de Dibutil éter, correr el solven
te 15 cm, sacar las placas y evaporar el solvente, detectar y delimitar las - -
manchas a la luz UV. (254, 360 nm). Raspar las manchas, colocar la man—
cha del Patrén de Ammoidin con R¢ 0.248 aproximadamente en un matraz afora
do de 100 ml; para la muestra, colocar la mancha con Rg de 0.248 en un ma—
traz aforado de 100 ml y la de R¢ 0.455 (impureza : Bergapten) en un matraz
aforado de 10 ml, aforar con cloroformo y filtrar las soluciones.

Raspar un drea blanca de la silica gel GF-254 y colocarla en un --
matraz aforado de 10 ml, aforar con cloroformo, filtrar y utilizar la solucién -
filtrada como blanco.

Leer las absorbancias de todas las soluciones :

Para Ammoidin a 300 nm

Para Bergapten (impureza) a 311 nm

Usar en ambos casos el Patrén de Ammoidin como referencia.



CALCULOS :

Los célculos de los porcentajes de Ammoidin y de Bergapten (impu

reza ), se obtuvieron aplicando las siguientes férmulas :

Para Ammoidin (P.A.) % 100

1]
x

Para Bergapten (impureza) % 2: x ]]%0

Absorban cia de la muestra.

En donde : Am

Absorbancia del Patron de Ammoidin.

Ap

Se efectuaron 20 determinaciones de la materia prima obteniéndose
un promedio de 96.25% para el Ammoidin y un 5.35% de Bergapten, dichos =

resultados se muestran en la Tabla No 3.
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TABLA No 3
PRINCIPIO ACTIVO
AMMOIDIN (P.A.) BERGAPTEN ( IMPUREZA)

1.- 9.4 % .. 6.476 %
g~ 9B.AL % arrrinnns 6.062 %
3. 100.0 % ..... eaes 5.693 %
4.- 97.19 % 5.654 %
5 96.29 % 5.972 %
b 2.34%  aernnn. 5.180 %
. 100.0 % 5.581 %
8.- 96.78 % I 6.046 %
9.- 94.59 % e 6.306 %
10.- 9B.58%  eeeeerenenn 5.896 %
1. 94.22%  arenrnn. 5.333 %
2 98.65 % 6.053 %
13.- 94.22%  arennn. 5.422 %
14.- 95.49 % 5.630 %
15.- 94.82%  aeeennn. 5.301 %
16, 93.56 % 5.364 %
17.- 94.03 % 3.394 %
18.- . 96.66 % 3.571 %
19.- 95.41 % 4.220 %
20.- 95.41 % 4.036 %

X 6:25% = sssse 5.350 %
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b).- METODO DE VALORACION PARA TABLETAS. (12) (49)

FORMULA :

Cada tableta contiene :

Ammoidin..eeeiiiennnanaans cowases 0.010 ¢
Almidon de maiz veveeeeernnnnnns .. 0.09 ¢
Lactosa ..... e o e eeeess 0.067 g
Grenetind vovvveenss ohe ai5) S etaite: l Sidl6Te 0.002 ¢
TAVEO! s s/0umrere wibins s 51800 momis, Sibsdis senas 0,020 @
Estearato de magnesio «eeeeeveecen. 0.005 ¢

0,200 g

VALORACION .-

SOLUCION PATRON :

Poner 40 mg del Patrén de Ammoidin en un matraz aforado de 10 —

ml, disolver y aforar con cloroformo.

SOLUCION PROBLEMA :
Del polvo de no menos de 20 tabletas, pesar el equivalente a 40 --
mg de Ammoidin, pasar a un aparato Soxhlet, extraer a reflujo con 60 ml de -

cloroformo por 30 minutos, pasar la solucién cloroférmica a un vaso de preci—
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pitado, lavar el aparato con 10 ml de cloroformo e incorporar los lavados a la
solucién del vaso. Concentrar la solucion cloroférmica, evaporando el sol--
vente hasta tener unos 5 ml, pasar a un matraz aforado de 10 ml y aforar con -
cloroformo.

De ambas soluciones medir muestras de 100 mcl y proceder de la mis
ma manera que en la valoracion descrita para el principio activo.

Se efectuaron 20 determinaciones de las tabletas, obteniéndose un-
promedio de 95.93% para el Ammoidin y un 5.45% de Bergapten, dichos resul

tados se muestran en la Tabla No 4,



TABLA No 4

TABLETAS

AMMOIDIN (P.A.)

92.33 %
94.62 %
96.30 %
97.13 %

94.85 %
99.14 %

96.22 %
97 .44 %
96.15 %
93.21 %
96.89 %
94.22 %
92.58 %
95.38 %
98.45 %
98.68 %
96.87 %
95.94 %
97.78 %
94.59 %
95.983 %
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-----------

ooooooooooo

. LU
RO IR o
---------- .
sevscoe .

e cescce .
ee e s e .
@0 ceccecsoe
eceessesecee

BERGAPTEN ( IMPUREZA)

6.571 %
5.102 %
5.960 %
6.062 %
4.216 %
3.817 %
6.025 %
5.961 %
5.190 %
6.047 %
5.870 %
5.662 %
3.971 %
5.420 %
6.496 %
4.321 %
5.850 %
5.360 %

5.689 %

5.542 %
5.450 %
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c).- METODO DE VALORACION PARA TINTURA.
FORMULA :
Cada 100 ml. contiene :
Ammoldin  cosnesrnsveenes 0750 g

Acetond viveeeeeeresenaass 10 ml

Propilenglicol ...... R 10 ml
Alcohol etilico 96° c.s.p. 100 ml

VALORACION. -

Solucidn Patrén :

Poner 37.5 mg del Patrén de Ammoidin en un matraz aforado de 10_

ml, disolver y aforar con cloroformo.

Solucidn Problema :

Medir con una pipeta volumétrica, 5 ml de Tintura, pasar a un ma_
traz aforado de 10 ml y aforar con cloroformo.

De ambas soluciones medir muestras de 100 mcl y proceder de la - -
misma manera que en la valoracién descrita para el principio activo.

Se efectuaron 20 determinaciones de la Tintura, obteniéndose un —
promedio de 95.43% para el Ammoidin y un 5.06% de Bergapten, dichos resul

tados se muestran en la Tabla No 5.
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TABLA No 5
TINTURA
AMMOIDIN (P.A.) BERGAPTEN ( IMPUREZA)

1= 96.19 % 5.210 %
e 95.23 % o 3.835 %
- 95.23 % STt 2.969 %
7 9%.19% ... 8.224 %
. 97.61 % 5.319 %
b= 96.19 % e - 6.351 %
7o 97.56 % RERp— ’ 4.213 %
8.- 95.12 % 4,268 %
9.- 95.12 % 4.376 %
= 97.61 % 5.581 %
M= BATH  wewess 6.726 %
i 95.23 % 4.253 %
13.- 95.23 % 5.169 %
14.- 94.28 % 6.017 %
15.- 94.28 % 3.252 %
16.- 95.55 % 5.573 %

s 95.55%  eeeenns 4.728 %
185 95.55 % SRS 5.748 %
19.- 7 & S, 5.261 %
2= 90.47 % 4.285 %

X 95.43 % 5.060 %
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d).- METODO DE VALORACION PARA POMADA.
FORMULA :

Cada 100 g contienen :
Ammoidin veieierieeennneenaes. 0.400 g

Acido para-aminobenzoico ...... 2.000 g

Carbowax E=400 ...ovieneeennns 95.600 g
Propilenglicol..... Sisred 50 Bisa e 2 2.000 ¢
100.000 g

VALORACION .-

Solucién Patrén :

Poner 50 mg del Patrén de Ammoidin en un matraz aforado de 25-

ml, disolver y aforar con cloroformo.

Solucién Problema :

Poner 5 g de pomada en un matraz aforado de 10 ml, diluir y afo-
rar con cloroformo.

De ambas soluciones, medir muestras con micropipetas aforadas de
200 mcl y se procede de la misma manera que en la valoracién descrita para =
el principio activo.

Se efectuaron 20 determinaciones de la pomada, obteniéndose un_
promedio de 96.32% para el Ammoidin y un 4,9%% de Bergapten, dichos re--

sultados se muestran en la Tabla No 6.



TABLA No 6

1.-
2.~

3.-
4.-
5.-
6.-
7.-

9=
10.-
1.~
.-
13.-
14.-
D=
16.-
17 .-
18.-
19.-
20 .~

I

AMMOIDIN (P. A.)

96.50 %
100.96 %
98.55 %

98.55 %

104.8 %
96.15 %
100.0 %
93.33 %
93.27 %
95.30 %
97.18 %
95.30 %
93.27 %
93.33 %
92.35%
98.50 %
94.26 %
92.90 %
97.14 %
95.48 %
96.32 %
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POMADA

oooooooooooo

BERGAPTEN (IMPUREZA)

5.600 %
5.288 %
4.567 %

5.048 %

4,951 %
5.769 %
4.878 %
4.888 %
5.067 %
4.600 %
4,788 %
4,613 %
5,067 %
4.888 %
5.200 %
6.051 %
3.160 %
5.130 %
4,216 %
6.148 %
4,990 %



IV.- RESULTADOS Y ESTUDIO ESTADISTICO

PRINCIPIO ACTIVO

AMMOIDIN (P. A.) BERGAPTEN ( IMPUREZA)

(%) w5  fxzF x(%)  x-=x (%)

1.- 98.44 2.19 4.,7961 6.476 1.12 1.2611
2.- 98.44 2.19 4.,7961 6.062 0.712 0.5069
3.- 100.00 3.75 14.0625 5.693 0.343 0.1176
4,- 97.19 0.94 0.8836 5.654 0.304 0.0924
5.- 94.29 0.04 0.0016 5.972 0.622 0.38469
6.~ 92.34 -3.91 15.2881 5180  -0.170  0.0289
7.- 100.00 3.75 14.0625 5.581 0.231 0.0534
8.~ - 96.78 0.53 0.2809 6.046 0.696 0.4844
9.- 94.59 -1.66 2.755  6.0306  0.956  0.9139
10.- 98.58  2.33  5.4289  5.896  0.546  0.2981
1M.- 94,22 -2.03 4.,1209 5.333 -0.017 0.0003
12.- 98.65 2.40 5.7600 6.053 0.703 0.4942
13.- 94,22 -2.03 4.1209 5,422 0.072 ©0.0052
14.- 95.49 -0.76 0.5776  5.630  0.280  0.0784
15.- 94.82 -1.43  2.0449  5.301  -0.049  0.0024
16.- 93.56 -2.69 7 .2361 5.364 0.014 0.0002
17.- 94,03 -2.22 4.9284  3.39%4  -1.956  3.8259
18.- 96.66 0.41 0.1681 3.571 =-1.779 3.1648
19.- 95.41 -0.84 0.7056 4,220 -1.130 1.2769
20.- 95.41 -0.84 0.7056 4,036 -1.314 1.7266

D ~195.12 92.724  107.190 14.7185



AMMOIDIN BERGAPTEN
X = 96.25% X = 535 %
.

2 = (x%) SO i MR O [ ;|| O,
] 19 19

sz Vg2 = 2.2091 s =V 2 = 0.87977

s = S 2 22090 L g9 s - S o BB . e
VvV n 4.,4721 vV n 4,4721

LIMITES DE CONFIANZA LIMITES DE CONFIANZA
X 4+ toc Sm X 4+ to Sy
96.25 + 2.093 (0.4939) 5.35 + 2.093 (0.1967)

96.25 + 1.0337 5.35 + 0.4117



18.-
19.-
20.-

AMMOIDIN

x (%) X=X
92 .33 -3.6

94.62 -1.31
96.30 0.37
97.13 1.2

94.85 -1.08
99.14 3.21
96 .22 0.29
97 .44 151
96.15 0.22
93.21 -2.72
96.89 0.96
94,22 =-1.71
92.58 =3.35
95.38 -0.55
98.45 2.52
98.68 2.75
96.87 0.94
95.94 0.01
97.78 1.85
94.59 -1.34

-
Z2_~ 1918.77
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BERGAPTEN ( IMPUREZA )

TABLETAS
(x-% )2 x (%)
12.96 6.571
1.7161 5.102
0.1369 5.960
1.4400 6.062
1.1664 4.216
10.3041 3.817
0.0841 6.025
2.2801 5.961
0.0484 5,190
7.3984 6.047
0.9216 5,870
2.9241 5.662
11.2225 3797]
0.3025 5.420
6.3504 6.4%96
7 .5625 4.321
0.8836 5.850
0.0001 5.360
3.4225 5.689
1.7956 5.541
72 .9199 109.132

X=X
1.121
-0.348
0.51
0.612
-1.234
-1.633
0.575
0.511
-0.260
0.597
0.420
0.212
-1.479
-0.03
1.046
-1.129
0.400
-0.0%0
0.239
0.092

)2

(x=%

1.2565
0.121n
0.2601
0;3745
1.5228

2.6667
0.3306
0.2611

0.0676
0.3564
0.1764
0.0449
2.1874
0.0009
1.0931
1.2746
0.1600
0.0081
0.0571
0.0085
12,2285
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AMMOIDIN BERGAPTEN
X = 95.93 % X = 545 %
2 = 22192 - 3.8378 s2 = -‘—2:]23—85— = 0.6436

s = Vs2 =\/3.8378 = 1.957 s=Vs2 =J0.6436 = 0.80187

s, = \/:_ = lfé; = 0.4376 S, = JST' = f°~f7‘)2‘f7 =0.17%
LIMITES DE CONFIANZA LIMITES DE CONFIANZA

X + to5 Sy X+ t o5 5y

95.93 +  2.093 (0.4376 ) 5.45 + 2,093 ( 0.1793 )

95.93 + 0.9159 5.45 + 0.3753



le=
2o
3.~
4,-
S~
6.~
7=
8.-
9=
10.-
.-
12,-
13.-
14.-
15.~-
16.-
17.-
18.-
19.-
20.-
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TINTURA

AMMOIDIN (P. A.)

x (%)
96.19
95.23
95.23
96.19
97.61
96.19
97.56
95.12
95,12
97.61
95.23
95.23
95,23
94,28
94,28
95.55
95,55
95.55
95.53
90.47

> 1908.65

X=X
0.76
-0.20
-0.20
0.76
2.18
0.76
2.13
-0.31
-0.31
2.18
-0.20
-0.20
-0.20
~1,15
=] .+15
0.12
0.12
0.12
0.1
-4.96

(x=x)
0.5776
0.0400
0.0400
0.5776
4,7524
0.5776
4.5369
0.0961
0.0961
4.7524
0.0400
0.0400
0.0400
1.3225
1.3225
0.0144
0.0144
0.0144
0.0100
24,6016
43.4665

BERGAPTEN ( IMPUREZA )

x (%)
5.210
3.835
2,969
8.224
5.312
6.351
4.213
4,268
4.376
5.581
6.726
4,253
5.169
6.017
3.252
5.573
4,728
5.748
5.261
4,285
101.358

X=X
0.15
-1,225
-2,091
3.164
0.259
1.291
-0.847
~0.792
-0.684
0.52]
1.666
-0.807
0.109

0.957

-1.808
0.513

-0.332
0.688
0.201

-0.7750

(x-5)°

0.0225
1.5006
4,3723
10.0109
0.0671
1.6667
0.7174
0.6273
0.4679
0.2714

2.7756 -

0.6512
0.0119
0.9158
3.2689
0.2632
0.1102
0.4733
0.0404
0.6006
28.8352



x|

x|

A MMOIDIN

95.43 %

—43-%&5- = 2.2877

Vs =\ 2.2877

S _ _1.512
O 4.4721

L IMITES DE CONFIANZA

95.43 + 2.093 (0.338)

95.43 + 0.7074

1.512

= 0.338
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BERGAPTEN

x|
I

5.06 %

52 = —ARa8302 - 1.5176

19

s = Vs Visizs = 1.2

g, = \/i_ - ‘]1::21331 = 0.2748
L IMITES DE CONFIANZA

% i t .95 Sm

5.06 + 2.093 (0.2748)

5.06 + 0.5152



AMMOIDIN
x (%) X=X
1.- 96,50 0.18
2.- 100.96 4,64
3.~ 98.55 2.23
4,- 9B.55 2.23
5.~ 104.80 8.48
6.~ 96.15 -0.17
7.~ 100.00 3.68
8.- 93.33 ~2.,99
2.~ 93.27 -3.05
10.- 95.30 -1.02
1M.- 97.18 0.86
12.- 95.30 ~1.02
13.~ 9.27 -3.05
14.- 93.33 -2.99
15~ 92.35 =397
16.- 98.50 218
17.-  94.26 -2.06
18.-  92.90 -3.42
19.- 97.14 0.82
20.- 95.48 -0.84

2 1926.40
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POMADA

=12

(x=x)

0.032
21.5296
4,9729
4,9729
71.9104
0.0289
13.5424
8.9401
9.3025
1.0404
0.7396
1.0404
2.3025
8.9401
15.7609
2.1800
4.2436
11.6964

0.6724
0.7056

191.5540

BERGAPTEN (IMPUREZA)

x (%)

5.600
5.288
4,567
5.048
4.951
5.769
4,878
4,888
5.067
4,600
4,788
4,613
5.067
4.888
5.200
6.051
3.160
5.130

4,216
6.148
99.911

X=X

0.61
0.298
-0.423
0.058
-0.039
0.779
-0.112
-0.102
0.077
-0.39
-0.202
-0.377
0.077
-0.102
0.21
1.061
-1.83
0.14

-0.774
1.158

2

(x=x)

0.3721

0.0888
0.1789
0.0034
0.0015
0.6068
0.0125
0.0104
0.005¢9
0.1521

0.0408
0.1421

0.0059
0.0104
0.0441

1.1257
3.3489
0.0196
0.5991

0.3410
7.1100
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AMMOIDIN BERGAPTEN
X = 9.32% X = 4,99%
2 - _191.5540 B} 2 . 7.1 .
s = 10.0817 s = 0.3742
s = \Vs2 =V10.0817 = 3.165 s = Vs2 =v0.3742 = 0.61156
.S _ 3.165 - S _ 0.61156
s = = = 0.7077 S, = = = 0.1367
mJn 4.4721 "oV 4,472
LIMITES DE CONFIANZA LIMITES DE CONFIANZA
>—( i— t .95 Sm X -l_- t .95 Sm
9.32 + 2.09 (0.7077) 4.9 + 2.093 (0.1367)

96.32 4 1.4812 . 4.99 4 0.2861



V.- COMENTARIOS Y CONCLUSIONES.

A través del presente estudio, se han podido determinar algunos - -
puntos de valiosa importancia como contribucion a la Quimica Analitica de —

las Furocumarinas, que a continuacién se mencionan :

1.- Es de gran importancia, la previa separacién de Furocumari-—
nas por cromatografia en capa fina para su valoracién individual, ya que, co-
mo en este caso, el Bergapten (Impureza), influye en la absorbancia presenta
da por el Ammoidin (Principio Activo) al ser cuantificado por espectrofotome

tria directa en la regién de luz ultravioleta.

2.- La previa separacion de excipiente o vehiculo por cromatogra
fia en capa fina para la valoracién de Ammoidin (en Tintura y Pomada), evi-
ta la posible influencia en la absorbancia del farmaco, permitiendo tener ma-

yor exactitud del métode analitico.

3.- De acuerdo con el estudio estadistico de los datos, se observd

que los limites de confianza con un 5% de influencia al azar son aceptables.

4.- Se debe tomar en cuenta que, aln cuando se logré cuantificar
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el Bergapten, no se pueden establecer |imites de tolerancia de esta impureza,
debido a que no se sabe de manera cuantitativa la influencia en el aumento —
de la actividad terapéutica. Se puede advertir sin embargo, que cantidades_
detectables de Bergapten por cromatografia en capa fina, son suficientes para_
que se produzca el fendmeno de sinergismo, que como se dijo anteriormente, -
se manifiesta en forma téxica tépicamente (eritema, edema e inflamaciones).

De lo anterior se concluye que :

a).- El método analitico propuesto para la valoracién de Ammoi- -
din y Bergapten es adecuado y confiable.

b).- Es preferible que ei Bergapten (impureza) no esté presente --
en el Principio Activo, Tabletas, Tintura y Pomada; de ésta manera se tiene -

. . P ., .
una mayor seguridad en la accidn terapéutica.
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