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Caracterizacion del peso molecular del OS-PAMAM mediante el método de
cromatografia de exclusion por tamano (SEC) para su control de calidad
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esumen ot MW standard
Los dendrimeros PAMAM son nanoparticulas empleadas como una plataforma "‘”}
para la investigacion y desarrollo de nuevas tecnologias para la entrega de = el
farmacos. Su sintesis consiste en una serie de reacciones consecutivas que dan 44kDe
lugar a la formacion de ramificaciones o generaciones que crecen conforme e 158kDa mos A"
aumenta el numero de reacciones, esto emplea una importante cantidad de o]
reactantes y tiempo en cada reaccion, lo cual se reduce mediante la sintesis de 670kDa 1.35kDa
PAMAM por el método de un solo paso (OS-PAMAM), patente i
MXA2018008247. El objetivo de este proyecto fue analizar el peso molecular o
(MW) de OS-PAMAM por método de cromatografia de exclusion por tamano .;.f”‘.,‘»"”{n' Y MY I ™ M P S PN P R W
(SEC) y determinar la reproducibilidad entre 3 lotes de produccion de OS- Minutes
PAMAM vy su comparacion con un dendrimero de generacion 6 (G6), asi como Figura 1. Peso molecular (MW) entre lotes OS-PAMAM y PAMAM G6 por SEC. (A) Se comparé el cromatograma
determinar su estabilidad acelerada. Las condiciones de estandarizacion del del dendrimero PAMAM-G6 a 215 nm (linea negra) con tres lotes independientes de OS-PAMAM (linea verde, azul y
SEC fueron: 5 pL (30 pg/mL) de ambas muestras de dendrimero en un sistema naranja) a pH 6,8. EIl MW se determind mediante regresion lineal del valor mdximo en unidades de absorbancia (UA)
Acquity UPLC equipado con una columna Acquity UPLC BEH SEC 200 A (4.6 mm con base a la curva estandar de MW (datos no mostrados).
X 300 mm, 1.7 um), que se mantuvo a 30 °C durante el analisis. La fase movil 26 kD3

fue una solucidon tampoén de fosfato 50 mM/NaCl 150 mM (pH 6.0), a 0.4 ml /
min. Los datos se adquirieron a 215 nm y se procesaron utilizando el software a8 : E::E:;
Empower. El peso molecular se determiné mediante regresion lineal del valor ' — Batch 3
maximo en unidades de absorbancia (AU) basado en el estandar de PM de 1.5 - — PAMAM G6
a 670 kDa, Cat 151-1901. Se compararon tres lotes de OS-PAMAM y G6 de it
Sigma-Aldrich. Se obtuvo que los OS-PAMAM y G6 tienen un peso promedio de _
8.5 kDa y 86 kDa respectivamente en los tres lotes, siendo 10 veces menor el _ &5
peso del OS-PAMAM al comercial. -
I].:]-E-‘
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Los dendrimeros son nanoparticulas que han adquirido mayor importancia para -~
el desarrollo de nuevas tecnologias en el area médica, pero su producciéon es Tabo | eho | 880 1000 1200 1400 1600
tardada y costosa. Mediante el desarrollo del método de sintesis de un solo paso inutes
se logra solucionar esta problematica, sin embargo, para su utilizacion es Figura 2. Peso molecular (MW) de OS-PAMAM y PAMAM G6 por SEC. Cromatograma a 215 nm de dendrimero

PAMAM-G6 (linea azul) en comparacion con 3 lotes independientes de OS-PAMAM (linea verde, roja y violeta) a pH
2,5 después de cinco meses de almacenamiento en condiciones comerciales (metanol a 5 + 3 ° C). Se calculo el MW
de los lotes OS-PAMAM considerando como referencia PAMAM-G6.

necesario conocer sus caracteristicas fisicoquimicas. Y de esta manera, cumplir

las normativas nacionales e internacionales que avalen su seguridad vy
reproducibilidad para su uso. Los requisitos minimos indispensables para la

5.5
caracterizacion de una molécula nueva es conocer su 1) composicion guimica, 2) :
tamano promedio, 3) distribucion del tamano de la particula, 4) morfologia y 5) ac
estabilidad. Por lo cual, es necesario realizar l|la caracterizacion de |Ia E 4
nanoparticula como un requisito indispensable para su aprobacion con el E 35
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objetivo de lograr su aplicabilidad en el humano. g
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Establecer el peso molecular de los dendrimeros OS-PAMAM comparado con

Tiempo (meses)

dendrimeros comerciales PAMAM-G6 mediante el método de cromatografia de
., o mll ml2 wl3
exclusion por tamano.

Figura 3. Pruebas de estabilidad acelerada de dendrimeros OS-PAMAM en diferentes tiempos.

Metodologia

Podemos concluir que existe una reproducibilidad en la sintesis de dendrimeros OS-PAMAM entre los diferentes lotes,

con un peso molecular promedio de 8.5 kDa, 10 veces menor que el comercial (86 kDa). Al mismo tiempo, se encontro
Se inyecto un volumen de dendrimeros OS-PAMAM y PAMAM-G6, ambas una

concentracion de 30 mg/mL en un sistema Acquity UPLC. Equipado con una
columna Acquity UPLC BEH SEC 200 A (4,6 mm x 300 mm, 1,7 um), que se
mantuvo a 30 °C durante el analisis. La separacion se logrd utilizando una

una adecuada estabilidad de la nanoparticula OS-PAMAM a lo largo de 6 meses bajo condiciones de estabilidad
acelerada.

lucion t )n de fosfato 50 mM / NaCl 150 mM (pH 6.0 f Hvil
solucion tampon de fosfato 50 mM / Na mM (p ) como fase movil a Gupta, A., Dubey, S., & Mishra, M. (2018). Unique structures, properties and applications of dendrimers. Journal of

0.4 mL/min. Los datos se adquirieron a 215 nm v se procesaron utilizando el
/mi quirt yseP HHe Drug Delivery and Therapeutics, 8(6-s), 328-339.
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