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RESUMEN 
 

De forma general, a pesar de que existen una gran variedad de 

fármacos con actividad anticancerígena, en muchos casos su efectividad se ve 

limitada por su rápida biodegradación y eliminación del organismo. Además, 

muchos compuestos bioactivos poseen una baja solubilidad en medio acuoso, 

debido a su elevado peso molecular y/o a la presencia de grupos hidrofóbicos 

en sus estructuras, por lo que son reconocidos y eliminados por el sistema 

inmune. Por lo tanto, la administración de estas moléculas bioactivas en 

pacientes requiere el desarrollo de métodos que consigan su transporte y 

liberación en medio fisiológico de forma específica, prolongada y a un ritmo 

controlado. El diseño de nuevas moléculas bioactivas y tratamientos 

inteligentes ha dado lugar al desarrollo de agentes portadores no tóxicos, es 

decir, lo que se conoce como sistemas de liberación controlada de fármacos 

(DDS, drug-delivery systems). En este sentido, recientemente, se ha propuesto 

un nuevo tipo de materiales inorgánicos porosos conocidos como polímeros de 

coordinación porosos (PCPs) o redes metalorgánicas (MOFs) para dicha 

aplicación. Los MOFs están basados en iones metálicos conectados mediante 

espaciadores orgánicos de forma que se genere una red porosa accesible a 

moléculas huésped. Estos compuestos presentan algunas características que 

los hacen prometedores como sistemas de liberación de fármacos: i) un 

elevado volumen de poro con una alta capacidad de adsorción; ii) la posibilidad 

de funcionalizar de forma adecuada los poros, donde pueden tener lugar 

interacciones matriz-huésped que permitan la reversibilidad del proceso de 

adsorción; iii) la posibilidad de utilizar metales biocompatibles y ligandos 

bioactivos en sí mismos para su síntesis; iv) una estabilidad adecuada para 

aplicaciones biológicas, de forma que son lo suficientemente estables para 

liberar el fármaco adsorbido en el tiempo deseado pero que, finalmente, se 

degradan en el medio biológico, evitando la bioacumulación. Como resultado 

de los factores anteriormente mencionados, los polímeros de coordinación 

porosos se consideran, hoy día, buenos candidatos para desarrollar terapias 

más efectivas y respetuosas con los pacientes. 
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Esta Tesis Doctoral se centra en las potenciales aplicaciones 

biomédicas de los MOFs y, en concreto, en el uso de estas matrices porosas 

como sistemas para la liberación controlada de metalofármacos no 

convencionales. En concreto, se han investigado los siguientes aspectos: i) 

síntesis y caracterización de MOFs adecuados para la encapsulación de 

fármacos, ii) evaluación de la estabilidad de los sistemas en condiciones 

fisiológicas,  iii) estudios de adsorción/liberación de una o varias moléculas 

bioactivas con potencial actividad antitumoral sinérgica en distintos medios 

fisiológicos simulados y, iv) síntesis de nuevos compuestos de tipo “semi-

sandwich” de Ru(II) con actividad anticancerígena. Debe destacarse que se ha 

trabajado en la construcción de MOFs basados en ligandos nitrogenados de 

tipo pirazol, que dan lugar a enlaces de coordinación M-N(pirazolato) más 

robustos que los enlaces M-O(carboxilato), con el fin de evitar la rápida 

biodegradación de la red porosa en el medio fisiológico y, por tanto, la 

liberación masiva del fármaco. 

 

Teniendo en cuenta lo anterior, en el apartado 2.1 de esta Tesis, se ha 

descrito la síntesis y caracterización de un MOF robusto y con una porosidad 

adecuada para incorporar metalofármacos antitumorales de Ru(II) no 

convencionales. En este apartado, se ha diseñado el ligando de tipo 

bispirazolato simétrico 4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazolato que en 

combinación con clusters octanucleares de Ni(II) da lugar a la red porosa 

[Ni8(OH)4(H2O)2(4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazolato)6]. Debido a la 

robustez de los enlaces M-N(pirazolato) no ha sido posible obtener cristales de 

tamaño suficiente para resolver la estructura mediante cristalografía de rayos X 

en monocristal por lo que, ha sido necesario el empleo de métodos de 

difracción de rayos X en polvo (en colaboración con el grupo del Profesor 

Masciocchi). Debe destacarse que se trata de una estructura altamente porosa 

(superficie de BET de 1920 m2 g-1), con un empaquetamiento cúbico centrado 

en las caras (FCU) lo que da lugar a la formación de n huecos octaédricos y 2n 

tetraédricos con un diámetro interno aproximado de 1.6 nm y 1.0 nm, 

respectivamente. Además, este sistema presenta una gran estabilidad en 

condiciones fisiológicas. De acuerdo con estas características, se ha estudiado 
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la aplicación de este MOF en la adsorción y liberación del metalofármaco de 

tamaño mediano (d # 0.9 nm) RAPTA-C [Ru(p-cimeno)Cl2(pta)] (pta: 1,3,5-

triaza-7-fosfanoadamantano). Los resultados obtenidos muestran que esta 

matriz porosa es capaz de encapsular 3.97 mmol de RAPTA-C por mmol de 

MOF como resultado de la incorporación de 2 y 1 moléculas de RAPTA-C, en 

cada hueco octaédrico y tetraédrico, respectivamente. Debe destacarse que el 

proceso de adsorción es reversible y que el compuesto RAPTA-C puede 

liberarse en fluido corporal simulado siguiendo una cinética de primer orden 

con un t1/2 de liberación de la metalodroga de 25 minutos. 

 

Otra estrategia comúnmente utilizada para el tratamiento del cáncer es 

la administración simultánea de varios fármacos, con el fin de conseguir un 

efecto terapéutico sinérgico. En ese sentido, en el apartado 2.2, se ha 

estudiado la aplicación del MOF CPO-27-Ni, [Ni2(dhBDC)(H2O)2] (H4dhBDC: 

ácido 2,5-dihidroxitereftálico), con centros metálicos con posiciones de 

coordinación insaturadas, para el desarrollo de terapias combinadas 

avanzadas. Para ello, se ensayó este MOF en la adsorción y liberación 

simultánea, en condiciones biológicas simuladas, de varios agentes 

terapéuticos anticancerígenos no convencionales: NO y RAPTA-C. Los 

resultados demuestran que la matriz porosa activada es capaz de adsorber 

simultáneamente 0.23 mmol de RAPTA-C por mmol de MOF y 2.51 mmol de 

NO por mmol de MOF. Hay que destacar que tanto el proceso de incorporación 

como de liberación de ambas especies es independiente, debido a la diferente 

interacción que tiene lugar entre el MOF y las moléculas adsorbidas: las 

moléculas de NO se encuentran quimisorbidas en los centros metálicos con 

posiciones de coordinación insaturadas, mientras que las moléculas de 

RAPTA-C se encuentran fisisorbidas dentro de los poros. Durante el proceso 

de desorción, en contacto con una disolución acuosa, las moléculas de NO se 

liberan instantáneamente mientras que el tiempo de vida media de liberación 

del RAPTA-C es de, aproximadamente, 18 min. Los resultados obtenidos 

demuestran que este sistema puede considerarse como una prueba de 

concepto adecuada para demostrar la utilidad de los MOFs como agentes 

liberadores de varias moléculas bioactivas con actividad sinérgica. 
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Las estrategias empleadas en el apartado 2.1 y 2.2 presentan algunas 

limitaciones como son la presencia de metales potencialmente tóxicos (Ni(II)) 

en las estructuras de los MOFs, así como una cinética de liberación de 

RAPTA-C demasiado rápida. Esta situación pone de manifiesto la necesidad 

de seguir desarrollando nuevos MOFs para esta aplicación que contengan 

iones metálicos biocompatibles en sus estructuras (ej. Ca(II), Fe(II), Al(III) o 

Zn(II)), y que den lugar a interacciones más específicas con las moléculas 

bioactivas para conseguir una verdadera liberación controlada de las mismas. 

 

Con el fin de desarrollar sistemas de liberación de drogas basados en 

MOFs biocompatibles, en el apartado 2.3, se ha estudiado la aplicación de la 

matriz porosa [Fe3F(H2O)2O(C6H3(CO2)3)]2 $ nH2O (n ~ 14.5) MIL-100(Fe) para 

la liberación controlada de dos metalodrogas antitumorales no convencionales 

de rutenio(II) de tipo “semi-sandwich”. El MIL-100(Fe) presenta una serie de 

ventajas inherentes a su composición y estructura que lo hacen un candidato 

ideal para su aplicación como sistema portador y liberador de moléculas 

bioactivas: i) posee una elevada superficie de BET (2100 m2 g-1) y unos huecos 

mesoporosos de 2.5 y 2.9 nm, ii) está constituido por iones metálicos Fe(III) 

biocompatibles, iii) puede sintetizarse en forma de nanopartículas, iv) tiene una 

elevada estabilidad coloidal en diferentes medios fisiológicos, y v) se trata de 

un material inocuo. Teniendo en cuenta estas características, en primer lugar, 

se llevó a cabo la encapsulación mediante impregnación del metalofármaco 

RAPTA-C en las cavidades de esta matriz porosa, consiguiéndose una carga 

de 0.8 mmol de RAPTA-C por mmol de MOF. Hay que destacar que la 

liberación de RAPTA-C en fluido corporal simulado se produce de forma 

escalonada (t1/2 = 2 horas), según la localización de las moléculas de RAPTA-C 

en las diferentes cavidades de la matriz, lo que da lugar a diferentes tipos de 

interacción entre el adsorbato y la red porosa. 

 

Por otro lado, se ha sintetizado y caracterizado el nuevo metalofármaco 

[("6-p-cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito), que combina la capacidad de 

los sistemas “semi-sandwich” de Ru(II) para inhibir la actividad de proteasas 

sobreexpresadas en células cancerígenas (grupo de las catepsinas) con la 

capacidad intercaladora de la antraquinona mitoxantrona. Por tanto, los 
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ensayos realizados demuestran que este compuesto presenta actividad redox, 

capacidad de interaccionar con diferentes dianas biológicas (como la 

biomolécula de ADN, aminoácidos N y S dadores y las catepsinas B y D), y 

actividad anticancerígena frente a varias líneas celulares, incluso frente a 

líneas celulares resistentes al cisplatino. Por otro lado, se ha demostrado que 

es posible llevar a cabo la incorporación de la especie Ru_mito en el MOF 

MIL-100(Fe) (capacidad máxima de carga de 0.4 mmol de Ru_mito por mmol 

de MIL-100(Fe)) siguiendo la estrategia sofisticada del “barco en la botella”. 

 

Por otra parte, existe un creciente interés por el desarrollo de 

nanopartículas para la administración de fármacos. En particular, las ventajas 

del uso de nanopartículas en biomedicina se debe a su pequeño tamaño, 

gracias al que pueden atravesar zonas de inflamación del endotelio, epitelio, 

tumores o penetrar en microcapilares. En este contexto, en el apartado 2.4, se 

presenta la optimización de la síntesis de nanopartículas de la serie 

isoestructural de MOFs ZnBDP_X. Dichos MOFs están basados en el 

ensamblaje del ion metálico Zn(II) y los espaciadores orgánicos funcionalizados 

1,4-bis(1H-pirazol-4-il)-2-X-benceno (H2BDP_X) en donde X = H, NO2, NH2 y 

OH. Hay que destacar que la elección de esta serie está motivada por dos 

factores: i) el Zn es un elemento esencial para la vida, y ii) la formación de 

enlaces de coordinación robustos Zn-N va a limitar el tamaño de los dominios 

cristalinos, favoreciendo la formación de nanopartículas de MOFs. En primer 

lugar, se ha estudiado la evolución del tamaño de partícula de la serie 

ZnBDP_X utilizando diferentes metodologías (ecuación de Scherrer, 

microscopía electrónica de barrido y dispersión dinámica de la luz). Los 

resultados indican la formación de partículas tetragonales con una tamaño 

medio de 60 nm para los materiales ZnBDP_X (X = H, NO2 y OH) y la 

formación de partículas más grandes y ligeramente alargadas (120 x 45 nm) 

para el compuesto ZnBDP_NH2. Posteriormente, se ha propuesto una 

estrategia de síntesis asistida por microondas del nanoMOF ZnBDP_OH 

utilizando condiciones más respetuosas con el medio ambiente.  

 

Por otro lado, una vez sintetizada la serie, se ha estudiado la estabilidad 

coloidal del ZnBDP_OH, como caso de estudio, en diferentes condiciones 
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biológicas simuladas. Los resultados muestran que las nanopartículas 

presentan una buena estabilidad coloidal en condiciones intravenosas (en 

presencia de distintas concentraciones de albúmina), probablemente, debido a 

la formación de una corona proteica entorno a ellas que evita su agregación. 

Sin embargo, las nanopartículas de ZnBDP_OH tienen tendencia a agregarse 

en condiciones orales (en presencia de pancreatina o mucina). Debe 

destacarse que concentraciones de mucina del orden del 0.5% p/v conducen a 

la formación inmediata de agregados con tamaños del orden de las micras, lo 

que sugiere cierto grado de bioadhesión de las nanopartículas que podría 

promover su inserción en la mucosa intestinal tras la administración oral.  

 

Por otra parte, los ensayos de citotoxicidad de los ligandos H2BDP_X 

frente a la línea celular de macrófagos murinos (J774), demuestra la toxicidad 

de los mismos (viabilidad celular <24% a concentraciones 20 %M). A pesar de 

este resultado, se ha estudiado la adsorción/desorción de los fármacos 

antitumorales mitoxantrona y RAPTA-C en la serie ZnBDP_X como prueba de 

concepto de la influencia de la funcionalización de la matriz porosa en el 

proceso de incorporación/liberación de las moléculas bioactivas. La 

impregnación de la serie ZnBDP_X con disoluciones de RAPTA-C y 

mitoxantrona conlleva la rápida incorporación de los fármacos. Los resultados 

muestran unos valores de carga de RAPTA-C de 0.55 mmol mmol-1 en ZnBDP, 

0.22 mmol mmol-1 en ZnBDP_NO2, 0.11 mmol mmol-1 en ZnBDP_NH2 y 0.15 

mmol mmol-1 en ZnBDP_OH. En el caso de la mitoxantrona se alcanzan unos 

valores de 0.50 mmol mmol-1 en ZnBDP y de 0.20 mmol mmol-1 en 

ZnBDP_NH2. Estos resultados indican que la capacidad de adsorción de 

RAPTA-C y mitoxantrona en la serie ZnBDP_X sigue la misma tendencia que 

la superficie de BET de las matrices activadas. Además, es posible llevar a 

cabo la encapsulación del fármaco mitoxantrona mediante molturación. Por 

otra parte, debe destacarse que los patrones de difracción de los MOFs 

cargados varían sustancialmente en comparación con los patrones de los 

MOFs originales. Este resultado confirma el comportamiento flexible de la red. 

Finalmente, se ha demostrado que la liberación de RAPTA-C en fluido corporal 

simulado se produce en dos etapas (menos evidente en el caso del ZnBDP). 

Además, dichos estudios ponen de manifiesto el efecto de la funcionalización 
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de los ligandos tanto en la cinética como en el porcentaje de metalofármaco 

liberado. Las matrices ZnBDP_NH2 y ZnBDP_OH muestran claramente una 

interacción más débil con el RAPTA-C que las especies ZnBDP y 

ZnBDP_NO2. Este hecho se demuestra claramente debido a que las primeras 

tienen cinéticas de desorción del mismo más rápidas y mayores porcentajes de 

metalofármaco liberado que las segundas. Este resultado prueba que la 

adecuada funcionalización de las cavidades de la matriz porosa puede 

conducir a interacciones específicas con las drogas huésped que permitan 

controlar la liberación de las mismas.   

 

En resumen, durante la realización de esta Tesis Doctoral se ha 

demostrado, como prueba de concepto, que las redes metalorgánicas son una 

opción adecuada para el transporte y liberación de metalofármacos no 

convencionales. En este contexto, se han sintetizado diferentes MOFs con 

tamaño de partícula, funcionalización y porosidad adecuados para aplicaciones 

biológicas, así como un nuevo metalofármaco de rutenio con actividad 

anticancerígena. Mediante el uso de diferentes estrategias, ha sido posible 

llevar a cabo la encapsulación de una o varias drogas no convencionales con 

actividad antitumoral sinérgica (compuesto de Ru(II) de tipo “semi-sandwich” y 

la biomolécula señal NO) en los MOFs seleccionados y, posteriormente, 

estudiar la liberación de las mismas en distintas condiciones biológicas 

simuladas (condiciones intravenosas y orales). La gran variabilidad sintética 

que ofrecen los MOFs ha permitido demostrar que una funcionalización 

adecuada de las cavidades de la matriz porosa permite establecer 

interacciones específicas anfitrión-huésped y, por tanto, modular la cantidad y 

velocidad de liberación de un fármaco. Todos estos resultados, son una prueba 

de concepto del uso de las redes metalorgánicas para el desarrollo de nuevos 

tratamientos anticancerígenos más efectivos y, por tanto, con menos efectos 

secundarios para los pacientes.  
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SUMMARY 
 

In general, although a wide variety of chemotherapeutic agents are used, 

in many cases the effectiveness of the treatment is limited by their rapid 

biodegradation and elimination from the body. Additionally, many interesting 

therapeutic molecules suffer from important drawbacks, such as low solubility in 

aqueous media, because of their high molecular weight and/or the presence of 

hydrophobic groups in their structures. For this reason, they can be recognized 

and eliminated by the body’s immune system. Therefore, the administration of 

therapeutics agents in patients requires the development of new methods to 

achieve their transport and release in physiological media, specifically, for a 

long timeframe and at a controlled rate. The design of new bioactive molecules 

and intelligent treatments has resulted in the development of new non-toxic 

delivery carriers, known as controlled drug-delivery systems (DDS). In this 

regard, a new class of porous inorganic materials known as Porous 

Coordination Polymers (PCPs) or Metal Organic Frameworks (MOFs) have 

been recently proposed for this application. MOFs are based on metal ions 

interconnected through organic linkers, giving rise to an ordered structure of 

channels and cavities accessible to guest molecules. These compounds have 

several features that make them good candidates as drug delivery systems, 

such as: i) large pore volumes with high adsorption capacities; ii) 

functionalizable cavities, where host-guest interactions may take place, allowing 

the reversibility of the adsorption process; iii) the possibility of using healthy 

friendly metals and bioactive compounds as linkers on their frameworks; iv) 

good stability profile for biological applications, so as they remain stable enough 

to carry out their function and, then, they are removed from the body, 

preventing endogenous accumulation and their potential toxic effects. As a 

result of the above-mentioned characteristics, currently, porous coordination 

polymers can be considered as good candidates for the development of more 

effective therapies with fewer side effects. 

 

This PhD Thesis is focused on the potential biomedical applications of 

MOFs. In particular, we have studied the use of these porous matrices as 
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delivery systems for non-conventional metallodrugs. Specifically, we have 

studied the following aspects: i) the synthesis and characterization of suitable 

MOFs for the encapsulation of drugs, ii) the stability of these systems in 

physiological conditions, iii) the adsorption/desorption of one or more bioactive 

molecules with potential synergic antitumor activity in different simulated 

physiological media and, iv) the synthesis of new half-sandwich Ru(II) 

compounds with anticancer activity. It should be noted that a great effort has 

been made on the construction of MOFs based on nitrogen ligands containing 

pyrazole rings, in order to get M-N(pyrazole) coordination bonds, which are 

more robust than the M-O(carboxylate) ones. This feature is expected to 

prevent the rapid biodegradation of the porous matrix in the physiological media 

and, consequently, the massive drug delivery. 

 

Taking into account the above considerations, in section 2.1, we have 

described the synthesis and characterization of a robust MOF with an adequate 

porosity for the incorporation of non-conventional Ru(II) based antitumor 

metallodrugs. In this section, we have designed a bispyrazolate symmetric 

linker 4,4’-(buta-1,3-diyne-1,4-diyl)bispyrazolate that in combination with highly 

directional octanuclear Ni(II) clusters results on the porous matrix 

[Ni8(OH)4(H2O)2(4,4’-(buta-1,3-diyne-1,4-diyl)bispyrazolato)6]. Because of the 

higher robustness of the M-N(pyrazole) bonds, it was not possible to obtain 

single crystals large enough to be studied by single crystal X-ray diffraction. 

Consequently, X-ray power diffraction analysis was used (in collaboration with 

Professor Masciocchi’ group) to determine the crystal structure of the Ni MOF. It 

should be highlighted that this is a highly porous structure (with a BET surface 

area of 1920 m2 g-1), based on the cubic close packing (CCP) that leads to the 

formation of n octahedral and 2n tetrahedral voids of about 1.6 nm y 1.0 nm 

inner size, respectively. Moreover, this system has a high stability in 

physiological conditions. According to these characteristics, we have studied 

the application of this MOF on the adsorption and posterior release of the 

middle-size metallodrug (d # 0.9 nm) RAPTA-C [Ru(p-cymene)Cl2(pta)] (pta: 

1,3,5-triaza-7-phosphaadamantane). The results show a maximum loading 

value of 3.97 mmol of RAPTA-C per mmol of MOF as a result of the 
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incorporation of 2 and 1 RAPTA-C molecules in the octahedral and tetrahedral 

voids, respectively. Noteworthy, this adsorption process is reversible and 

RAPTA-C can be delivered in simulated body fluid following a first order kinetic, 

with a t1/2 of release of 25 minutes. 

 

Another common strategy in cancer treatment is using a combination of 

various drugs, in order to achieve a synergic therapeutic effect. In this sense, in 

section 2.2, we have studied the application of MOF CPO-27-Ni, 
[Ni2(dhBDC)(H2O)2] (H4dhBDC: 2,5-dihydroxyterephthalic acid), with 

coordinatively unsaturated metal sites, in the development of advanced 

combined therapies. With this purpose, we have studied in detail the 

simultaneous adsorption and delivery, in simulated biological conditions, of 

various non-conventional anticancer therapeutic agents: NO and RAPTA-C. 

The results show that the activated porous matrix can adsorb 0.23 mmol of 

RAPTA-C per mmol of MOF and 2.51 mmol of NO per mmol of MOF, 

simultaneously. Noteworthy, the incorporation and delivery processes for both 

species are independent as a consequence of the different mechanisms of 

interaction taking place between the framework walls and the adsorbates: NO 

directly interacts with the Ni open metal sites (chemisorption) while RAPTA-C is 

only physisorbed into the pores. When the matrix is suspended in an aqueous 

solution, NO delivery is nearly instantaneous, while RAPTA-C delivery half time 

of life is ca. 18 min. These results show that the investigated system may be 

considered as a proof of concept of the feasibility of the concurrent adsorption 

of bioactive molecules into MOFs. It should be noted that the exploitation of the 

synergic effect of multiple drugs may lead to advanced combined therapies. 

 

The strategies employed in section 2.1 and 2.2 have certain limitations, 

such as the presence of toxic metal ions (Ni(II)) in the structure of the MOFs 

and too fast RAPTA-C kinetics of delivery. This situation prompt the need for 

the synthesis of new MOFs for drug delivery based on healthy friendly metal 

ions (i.e. Ca(II), Fe(II), Al(III) or Zn(II)), and with structures able to give more 

specific interactions with the guest bioactive molecules. The later feature may 

achieve an appropriated controlled drug delivery during a prolonged period of 

time. 
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In order to develop drug delivery systems based on biocompatible MOFs, 

in section 2.3, we have studied the application of the porous matrix 

[Fe3F(H2O)2O(C6H3(CO2)3)]2 $ nH2O (n ~ 14.5) MIL-100(Fe) in the controlled 

delivery of two half-sandwich organometallic Ru(II) based non-conventional 

antitumor drugs. MIL-100(Fe) offers a series of advantages related to its 

composition and structure, that make it an ideal candidate for a valuable 

solution in the field of drug-delivery nanocarriers: i) MIL-100(Fe) is highly 

porous (BET surface area of 2100 m2 g-1) and shows mesoporous voids of 2.5 

and 2.9 nm, ii) this MOF is built up from Fe(III) biocompatible metal ions, iii) it 

can be prepared as homogeneous and stable nanoparticles, iv) nanoparticles of 

MIL-100(Fe) exhibit an optimal colloidal stability in different physiological media, 

and v) it is a non-toxic and biodegradable material. According to these 

characteristics, in the first study, we carried out the entrapment of RAPTA-C in 

the cavities of MIL-100(Fe) using an impregnation method. As a result 0.8 mmol 

of RAPTA-C per mmol of MOF were incorporated. It should be noted that two 

stages can be distinguished in the delivery of RAPTA-C in simulated body fluid 

(t1/2 = 2 hours). This behaviour may be related to the different drug location 

within the two types of cages and, as a consequence, to the different 

interactions between the guest molecules and the porous matrix. 

 

On the other hand, we have synthetized and characterized the new 

metallodrug [("6-p-cymene)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito), which combines 

the protease activity inhibition features of half-sandwich Ru(II) systems together 

with the DNA intercalation features of the anthraquinone mitoxantrone. 

Therefore, Ru_mito exhibits redox activity, ability to interact with different 

biological targets (DNA, N and S donors amino acids and cathepsin B and D) as 

well as important in vitro antitumor activity towards wild type and cisplatin 

resistant tumour cell lines. On the other hand, it has been proven that the 

incorporation of Ru_mito in MIL-100(Fe) is possible (with a maximum loading 

of 0.4 mmol of Ru_mito per mmol of MIL-100(Fe)) following a ship-in-a-bottle 

strategy. 

 

Moreover, there is a special interest on the development of nanoparticles 

for drug delivery purposes. For this application, nanoparticles offer many 
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advantages related to their small size, which allow them passing through 

inflamed endothelium and epithelium tissues, tumours or penetrating into micro-

capillaries. In this context, in section 2.4, we describe the optimization of the 

synthesis of nanoparticles of the isoreticular series ZnBDP_X, based on the 

assembly of Zn(II) metal ions and the functionalized organic spacers 1,4-bis(1H-

pyrazol-4-yl)-2-X-benzene (H2BDP_X), where X = H, NO2, NH2 and OH. It 

should be noted that the rational selection of this isoreticular series is based on: 

i) Zn is an essential trace element for all form of life, and ii) the formation of 

highly robust coordination Zn-N bonds will limit crystalline domains sizes, 

enabling the formation of nanocrystalline MOFs. Then, we have studied size 

particle evolution of ZnBDP_X nanoparticles using different methods 

(Scherrer’s equation, scanning electron microscopy and dynamic light 

scattering). The results show the formation of tetragonal particles with a mean 

size of 60 nm for ZnBDP_X (X = H, NO2 and OH) and more elongated particles 

of slightly larger size (120 x 45 nm) for ZnBDP_NH2 material. Alternatively, an 

environmentally friendly microwave-assisted solvotermal route was attempted 

for the synthesis of ZnBDP_OH nanoparticles.  

 

In addition, we have investigated the colloidal stability of ZnBDP_OH, as 

a case of study, in different simulated biological conditions. Our results show 

that ZnBDP_OH nanoparticles exhibited quite good colloidal stability in 

intravenous conditions (at different albumin concentrations), probably, due to 

the formation of a protein corona on MOF nanoparticles’ surface that prevents 

the aggregation of the particles. However, an important aggregation of 

ZnBDP_OH nanoparticles is observed in oral conditions (when pancreatin or 

mucin are added to the medium). It should be highlighted that the use of 0.5% 

w/v of mucin solutions led to a rapid increase of particle size, giving rise to 

aggregates bigger that 1 micron, suggesting a certain degree of bioadhesion of 

the nanoparticles that could promote their grafting to the intestinal mucosa after 

oral administration. 

 

Furthermore, the study of the cytotoxic activity of H2BDP_X ligands 

towards murine macrophages cell line (J774) showed a low cell viability (<24% 

using concentrations of 20 %M) suggesting the high cytotoxicity of these linkers. 
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Despite the ligands toxicity, we studied the incorporation/desorption of the 

antitumor drugs mitoxantrone and RAPTA-C in the ZnBDP_X series as a proof 

of concept of the effect of the framework functionalization on the 

incorporation/delivery of these bioactive molecules. The impregnation of 

ZnBDP_X with RAPTA-C and mitoxantrone solutions leads to the rapid 

incorporation of the drugs, with RAPTA-C maximum loading values of 0.55 

mmol mmol-1 in ZnBDP, 0.22 mmol mmol-1 in ZnBDP_NO2, 0.11 mmol mmol-1 

in ZnBDP_NH2 and 0.15 mmol mmol-1 in ZnBDP_OH. In the case of 

mitoxantrone, the results show maximum loading values of 0.50 mmol mmol-1 in 

ZnBDP and 0.20 mmol mmol-1 in ZnBDP_NH2. These results suggest that the 

loading capacity of RAPTA-C and mitoxantrone in this series follows the BET 

surface area trend of the activated matrices. Moreover, it should be noted that 

the encapsulation of mitoxantrone can be achieved by simple grinding of the 

solid. On the other hand, it has been shown that the XRP diffraction patterns of 

the drug-loaded solids considerably differ from the original MOFs patterns. This 

fact points out the flexible nature of the framework. Finally, it has been proven 

that RAPTA-C delivery in simulated body fluid takes place in two steps (less 

clear in the case of ZnBDP). Additionally, these studies are indicative of the 

effect of the ligands functionalization, both on the kinetics delivery and on the 

total released amount of drug at the equilibrium. ZnBDP_NH2 and ZnBDP_OH 

matrices clearly show a weaker interaction with RAPTA-C than ZnBDP y 

ZnBDP_NO2 compounds. This fact is proven by the kinetics of delivery, where 

the former matrices show a faster rate of delivery and higher percentage of 

released RAPTA-C than the later ones. These results are a proof of the effect of 

the functionalization of the MOF cavities on the host-guest interactions that may 

lead to the control of the kinetics of delivery.  

 

Summarizing, in this PhD Thesis, it has been demonstrated, as a proof of 

concept, that metal organic frameworks are good candidates for the transport 

and delivery of non-conventional metallodrugs. In this context, different MOFs 

with appropriated particle size, functionalization and porosity have been 

synthesized for biological applications. In addition, a novel ruthenium based non 

conventional metallodrug with anticancer activity has been isolated. On the 

other hand, different strategies have been employed to incorporate one or more 
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non-conventional drugs with potential synergic antitumor activity (half-sandwich 

Ru(II) compound and the signalling molecule NO) into the selected MOFs. 

Moreover, the drug delivery in different simulated physiological conditions 

(intravenous and oral conditions) has been investigated. The wide variety of 

synthetic combinations to give MOFs has allowed us to demonstrate that a 

proper functionalization of the matrix cavities may lead to specific host-guest 

interactions, and therefore, to the modulation of the quantity and timeframe of 

drug delivery. These results may be considered as a proof of concept of the 

suitability of metal organic frameworks for the development of more effective 

anticancer treatments with fewer side effects for the patients. 
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1.1 Antecedentes y estado actual de la cuestión 

 

La Química Bioinorgánica es una rama de la Química que investiga el 

papel biológico de los metales incluyendo el estudio de fenómenos naturales -

como el comportamiento de las metaloproteínas- así como el de los metales 

introducidos de forma artificial en medicina y toxicología. Por tanto, esta 

disciplina es una de las bases para el desarrollo de nuevos tratamientos 

quimioterapéuticos. Los metales presentan una gran variedad de números de 

coordinación y geometrías, estados redox accesibles en condiciones 

fisiológicas, y propiedades termodinámicas y reactivas que pueden modificarse 

al unirse a los ligandos orgánicos. La versatilidad de estas características hace 

que los metalofármacos presenten numerosas ventajas frente a los fármacos 

puramente orgánicos. 

 

El primero en acuñar la palabra “quimioterapia” fue Paul Erhlich, 

refiriéndose al uso de agentes químicos con una composición conocida para el 

tratamiento de enfermedades provocadas por parásitos.1 Históricamente, la 

quimioterapia del cáncer empezó con el tratamiento de la metástasis. Esta 

necesidad radica en el hecho de que el cáncer es un proceso normalmente no 

localizado, y que no puede ser controlado o erradicado de forma local. Sin 

embargo, el uso de agentes químicos para el tratamiento del cáncer no fue 

acogido con demasiado entusiasmo, a pesar de que ya había enfermedades 

tratadas con fármacos (como la malaria). No fue hasta el cambio de siglo (XIX-

XX) cuando tres descubrimientos importantes impulsaron la investigación en el 

tratamiento del cáncer. El primero se produjo en 1894, con el desarrollo de la 

cirugía del cáncer, Halsted propuso la extirpación quirúrgica como parte del 

tratamiento de una paciente con cáncer de mama. En esa misma época, 

Roentgen descubrió los rayos X, y proporcionó pruebas físicas para el 

tratamiento de tumores localizados. El tercer avance clínico tiene su base en el 

trabajo de Erhlich, quien utilizó a ratones como modelos para enfermedades 

infecciosas. Estos avances sirvieron como base para el desarrollo de los 

actuales agentes quimioterapéuticos.  
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Actualmente, existen numerosos ejemplos de especies metálicas 

utilizadas para tratar o diagnosticar enfermedades (Tabla 1.1). Estos 

compuestos pueden llegar a ser tóxicos dependiendo de la dosis administrada. 

Sin embargo, es difícil clasificar a los metales como tóxicos o no tóxicos, ya 

que la toxicidad va a depender de la dosis y del tiempo de exposición, entre 

otros factores. Se ha demostrado que muchos compuestos considerados 

tóxicos pueden ser beneficiosos para el organismo en pequeñas dosis e incluso 

presentar efectos terapéuticos en un rango limitado de concentración; mientras 

que algunos metales considerados no tóxicos, como los elementos esenciales, 

pueden volverse peligrosos en dosis elevadas (Figura 1.1). Además, un 

elemento puede ser beneficioso o perjudicial según la naturaleza química que 

presente. Por ejemplo el selenio, es un elemento esencial, pero el H2Se es un 

compuesto muy tóxico. 

 
Figura 1.1. Diagrama de Bertrand. Muestra el efecto de la dosis de un elemento sobre la 

respuesta fisiológica. (G. Bertrand, 8th Int. Congr. Appl. Chem. 1912, 28, 30).2 

 

Por otra parte, debe destacarse que existen numerosos compuestos 

inorgánicos que participan en procesos biológicos fundamentales: i) la 

activación de algunas proteínas requiere la unión a uno o varios iones 

metálicos; ii) aproximadamente un tercio de todas las proteínas requieren 

metales para llevar a cabo sus funciones; iii) la concentración intracelular y 

distribución de algunos metales, y su incorporación a las metaloproteínas está 

estrictamente controlada; iv) los metales son fundamentales para la función y 

estructura de los ácidos nucleicos (ARN); v) numerosos compuestos orgánicos 

utilizados como fármacos necesitan ser activados o biotransformados por iones 

metálicos, como es el caso de las metaloenzimas. Todo esto sugiere que los 

1634 L. Ronconi, P.J. Sadler / Coordination Chemistry Reviews 251 (2007) 1633–1648

1. Medicinal inorganic chemistry

Medicinal inorganic chemistry is a discipline of growing sig-
nificance in both therapeutic and diagnostic medicine. Inorganic
compounds have been used in medicine for many centuries, but
often only in an empirical way with little attempt to design the
compounds to be used, and with little or no understanding of the
molecular basis of their mechanism of action. In the late 1960s,
the discovery and development of the antitumour compound cis-
platin (cis-[PtCl2(NH3)2]) played a profound role in establishing
the field of medicinal inorganic chemistry [1]. Cisplatin, and the
second generation alternatives carboplatin and oxaliplatin, are
still the most widely used chemotherapeutic agents for cancer,
greatly improving the survival rates of patients worldwide. The
success of cisplatin has aroused great interest in the development
of new metal complexes to diagnose and/or treat diseases includ-
ing diabetes, Alzheimer’s, and cancer. The history and basic
concepts of medicinal inorganic chemistry have been widely
reviewed [2].

As indicated in Fig. 1, key areas in the design of active com-
pounds are the control of toxicity (side-effects) and targeting of
the metal to specific tissues, organs, or cells where activity is
needed. Metal ions can be introduced into a biological system
either for therapeutic effect or as diagnostic aids. Alternatively,
metal ions can be removed from a biological system by judicious
use of metal binding molecules (ligands) [3]. Thus, biomedi-
cal inorganic chemistry offers the potential for the design of
novel therapeutic and diagnostic agents and for the treatment
and understanding of diseases which are currently intractable
[4].

It is seldom useful to describe elements as “toxic” or
“non-toxic”. Even so-called “toxic compounds” can usually
be tolerated in low doses, and may exhibit therapeutic effects
within narrow concentration ranges, and biologically-essential
elements can become toxic at high doses (Fig. 2, the Bertrand
diagram). Moreover, the same element may be beneficial or nox-
ious depending on speciation (the nature of the molecule or
ion that contains the element). About 24 elements are currently
thought to be essential for mammalian life: H, C, N, O, F, Na,
Mg, Si, P, S, Cl, K, Ca, V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Se, Mo, Sn, and

Fig. 1. Some of the areas of medicinal inorganic chemistry.

Fig. 2. A Bertrand diagram, showing that physiological and toxic effects are a
continuum (adapted from G. Bertrand, 8th Int. Congr. Appl. Chem. 28 (1912)
30).

I. However, this list may not be complete. For example, boron
[5] and chromium may turn out to be essential, and it has been
suggested that silicon is essential only to prevent aluminium
from being toxic [6]. The biological roles of Cr are surrounded
by controversy [7]. Currently, Cr(VI) compounds are among 88
recognized (class I) human carcinogens. By contrast, most nutri-
tionists regard Cr(III) as an essential micronutrient, acting as an
insulin activator, although this opinion has been disputed. No
Cr(III)-dependent biomolecules, such as enzymes or cofactors,
have yet been unambiguously described.

Inorganic elements play crucial roles in biological and
biomedical processes [2b], and it is evident that many organic
compounds used in medicine do not have a purely organic mode
of action; some are activated or biotransformed by metal ions
including metalloenzymes [8], others have a direct or indirect
effect on metal ion metabolism. Indeed, many proteins need to
bind one or more metal ions to perform their functions (met-
alloproteins), either because the metal ion is involved in the
catalytic mechanism or because it stabilizes/determines the pro-
tein tertiary or quaternary structure. Metal ions are also very
important for the structure and function (in the case of RNA) of
nucleic acids. The intracellular concentration of several metals
as well as their distribution among the various cell compartments
and their incorporation into metalloproteins is tightly controlled

!"#$%&' ()*+%$,-'

!*.,/012%&'

3&)$)'

'(
4*
%5
&'
6)
$&
-"
7$
%&
'



Introducción 

 21 

iones metálicos pueden utilizarse para desarrollar nuevas moléculas 

terapéuticas que presenten formas y estructuras que son imposibles de 

desarrollar con compuestos basados solo en carbono. Sin embargo, 

actualmente, más del 99% de los fármacos utilizados son de naturaleza 

orgánica.3  

 

 
Tabla 1.1. Algunos ejemplos de elementos y compuestos inorgánicos con uso médico.  

 

Desafortunadamente, el cáncer es la tercera causa de muerte en países 

desarrollados.4 Uno de cada ocho europeos desarrollará cáncer durante su 

vida. A pesar del aumento de la incidencia de casos de cáncer, la esperanza de 

vida de los enfermos está aumentando en los últimos años. Este hecho se 

debe a la mejora de los tratamientos médicos utilizados, en concreto al 

descubrimiento casual del metalofármaco cis-diclorurodiamminoplatino(II) 

Elemento Fármaco Compuesto activo Uso Médico 

Li Camcolit Li2CO3 
Depresión maniaca o  

trastorno bipolar 

N Gas hilarante N2O Anestésico 

F  SnF2 Dentífrico 

Mg Magnesia MgO Antiácido, laxante 

Fe  Fumarato y sucinato de Fe(II) Complemento dietético 

Co Cobaltamin S Coenzima vitamina B12 Suplemento vitamínico 

Zn  Undecanoato de zinc Antifungicida  
(pie de atleta) 

Br  NaBr Sedante 

Tc TechneScan PYP 99mTc-pirofosfato Radiografía de huesos 

Sb Triostam Gluconato de Na y Sb(V) Antileishmaniasis 

I  I2 Desinfectante 

Ba Baridol BaSO4 Contraste para rayos X 

Gd MagnevistTM 
[Gd(III)(DTPA)(H2O)]2- 

DTPA =  ácido 
dietilentriaminopentaacético 

Agente de contraste,  
resonancia magnética 

Pt Cisplatino cis-[Pt(NH3)2Cl2] Anticancerígeno 

Au Auranofin Au(I)(PEt3)(acetiltioglucosa) Fármaco para la artritis 

Bi De-Nol K3[Bi(III)(citratro)2] 
Antiácido,  

tratamiento de úlceras. 
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(cisplatino, CDDP) activo frente a tumores sólidos, que impulsó el desarrollo de 

nuevos fármacos de naturaleza inorgánica para el tratamiento del cáncer. 

 

Por otro lado, existen numerosos compuestos bioactivos con actividad 

terapéutica que poseen limitaciones en cuanto a su farmacocinética. Muchos 

de estos compuestos son eliminados rápidamente por el organismo, por lo que 

se necesita utilizar dosis muy elevadas para que sean efectivos. 

Consecuentemente, la poca especificidad del tratamiento con dichos 

compuestos, conlleva el desarrollo de numerosos efectos secundarios. 

Además, algunos compuestos bioactivos presentan una baja solubilidad e 

incluso pueden provocar resistencia tras una administración prolongada. Como 

consecuencia de estas limitaciones, la administración de moléculas bioactivas 

requiere el desarrollo de nuevos métodos que consigan una liberación en 

medio fisiológico de forma específica, prolongada y a un ritmo controlado, 

reduciendo los efectos secundarios y aumentando la efectividad del 

tratamiento. 

 

En este sentido, en los últimos años, se han propuesto diversos 

materiales capaces de almacenar, trasportar y liberar moléculas bioactivas, 

tales como liposomas, polímeros, dendrímeros, micelas, carbones activos,  

zeolitas y sílices mesoporosas, entre otros. Asimismo, recientemente, se han 

propuesto un nuevo tipo de materiales porosos híbridos orgánicos-inorgánicos 

para esta aplicación: los Polímeros de Coordinación Porosos (PCPs, llamados 

también MOFs: Redes Metalorgánicas). Estos compuestos presentan algunas 

características que los hacen prometedores como sistemas de liberación de 

fármacos: i) un elevado volumen de poro con una alta capacidad de adsorción; 

ii) la posibilidad de funcionalizar de forma adecuada los poros, donde pueden 

tener lugar interacciones matriz-huésped que permitan la reversibilidad del 

proceso de adsorción; iii) la posibilidad de utilizar metales biocompatibles y 

ligandos en sí mismos bioactivos para su síntesis; iv) una estabilidad adecuada 

para aplicaciones biológicas, de forma que son lo suficientemente estables 

para liberar el fármaco adsorbido en el tiempo deseado, pero que finalmente se 

degradan en el medio biológico, evitando la bioacumulación. 
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 Como resultado de los factores anteriormente mencionados, los 

polímeros de coordinación porosos se consideran, hoy día, buenos candidatos 

para desarrollar terapias más efectivas y respetuosas con los pacientes. Sin 

embargo, aunque la versatilidad de estos materiales los hace muy 

prometedores para la liberación controlada de fármacos, la baja estabilidad de 

algunos de los MOFs ensayados en medios fisiológicos y/o la presencia de 

iones metálicos tóxicos en su composición hacen necesaria la búsqueda de 

MOFs alternativos. 
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1.2  Metalodrogas antitumorales 

 

Aunque los compuestos metálicos se llevan utilizando desde hace más 

de 5000 años para el tratamiento de diferentes dolencias, el descubrimiento de 

la actividad anticancerígena del cisplatino ha impulsado de forma considerable 

el estudio de la química de la coordinación y de las propiedades redox de los 

metales en medios fisiológicos. Los centros metálicos, cargados positivamente, 

se unen favorablemente a biomoléculas cargadas negativamente, como por 

ejemplo ácidos nucleicos y proteínas. Por lo tanto, el uso de los metales como 

fármacos tiene un gran potencial.2b  

 

Sin embargo, el desarrollo de los compuestos de coordinación para uso 

terapéutico no es algo trivial. La acumulación de las especies metálicas en el 

cuerpo, bioacumulación, puede tener efectos perjudiciales para la salud, 

llegando a provocar enfermedades e incluso la muerte. Por lo tanto, antes de 

desarrollar un posible metalofármaco debe tenerse en cuenta la biodistribución 

y eliminación de los compuestos de coordinación, así como su farmacología. 

Generalmente, la respuesta fisiológica favorable a un fármaco debe 

demostrarse en primer lugar mediante estudios in vitro con moléculas diana 

(proteínas, enzimas, ADN, etc.), células y tejidos, así como in vivo (modelos 

animales). Posteriormente, se llevan a cabo los ensayos clínicos, que están 

divididos en tres fases. En la fase I, se estudia la seguridad del fármaco con un 

grupo reducido de pacientes, así como la dosis máxima tolerable. En la fase II, 

se estudia la aplicación de un determinado fármaco para una enfermedad 

concreta. Es la fase que lleva más tiempo y en ella se estudian un gran número 

de pacientes. En la fase III, se estudia el uso del fármaco en combinación con 

otros fármacos, tal y como se tratan muchas enfermedades, entre ellas el 

cáncer.5  

 

El cáncer, o neoplasia maligna, son un conjunto de enfermedades 

provocadas por el cambio en un grupo de células normales, de forma que se 

dividen y crecen de forma autónoma, invadiendo localmente y a distancia otros 

tejidos (Figura 1.2). El crecimiento incontrolado da lugar a un abultamiento, 

llamado tumor. Se conocen alrededor de 200 tipos de cánceres que afectan a 
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humanos y se clasifican en tumores benignos o malignos. 6  Concretamente, los 

tumores benignos no invaden tejidos cercanos y no se esparcen a través del 

cuerpo. Dentro de los tumores malignos o cánceres, hay cuatro subtipos según 

el tejido del que procedan: carcinoma, neoplasia maligna de origen epitelial 

(80%); sarcoma, cáncer que deriva del tejido mensenquimatoso o mesodermo; 

glicoma, tumor que proceden del tejido nervioso; y leucemia o linfoma, cáncer 

hematológico derivado del tejido linfoide y el mieloide.7  

 
Figura 1.2. Crecimiento incontrolado y liberación de células cancerosas al torrente sanguíneo. 

(http://www.bergenbio.com).  

 

El tipo de tratamiento utilizado contra el cáncer depende de varios 

factores, como por ejemplo las características de la persona afectada, la 

ubicación del tumor, la extensión, etc. El tratamiento puede consistir en uno a 

varios procesos terapéuticos: cirugía, radioterapia, quimioterapia, etc. La gran 

mayoría de enfermos de cáncer se tratan mediante quimioterapia. La 

quimioterapia se basa en el empleo de fármacos para el tratamiento de 

enfermedades neoplásicas, y tiene como función impedir la reproducción de las 

células cancerosas y conducir a la muerte celular programada (apoptosis). 

Dichos fármacos se denominan medicamentos citostáticos o citotóxicos. En 

este sentido, los metales y compuestos de coordinación son conocidos por 

afectar al proceso celular de forma drástica. Los metales no solamente afectan 

a procesos naturales, tales como la división celular o la expresión genética, 

sino que intervienen en otros procesos, como la toxicidad, la carcinogénesis y 

la química antitumoral. Sin embargo, la principal limitación que presenta este 
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tipo de fármacos es la inespecificidad, puesto que afectan tanto a células 

cancerosas como a células sanas.  

 

En los últimos 30 años, los fármacos basados en platino, sobre todo el 

cisplatino y el carboplatino, cis-[Pt(CBDCA)(NH3)2] (CBDCA: 1,2-

ciclobutanodicarboxilato), son los agentes quimioterapéuticos utilizados por 

excelencia para el tratamiento de varios tipos de cáncer. Sin embargo, debido a 

que estos fármacos causan importantes efectos secundarios, es necesario el 

desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos que mejoren la efectividad y 

especificidad del tratamiento. 

 

1.2.1  Del platino al rutenio 

 

Uno de los mayores descubrimientos en el uso de metales para el 

tratamiento de enfermedades fue el descubrimiento de forma casual del poder 

antitumoral del cisplatino. En 1956, el profesor Barnett Rosenberg y sus 

colaboradores estaban interesados en la posible relación entre el huso mitótico 

presente en células mitóticas y la orientación de limaduras de hierro alrededor 

de un campo magnético.8 Para el estudio se eligió el organismo procariota, 

Escherichia coli, que se incubó en un medio expuesto a electrodos de platino. 

Bajo estas condiciones, se observó que las bacterias detenían su replicación lo 

que se achacó a la formación del compuesto de coordinación cis-

diamminodicloruroplatino(II) formado por reacción del electrodo con el 

electrolito empleado.9 Posteriormente, se estudió este tipo de compuestos de 

Pt como anticancerígenos, dando lugar al descubrimiento de la actividad 

antitumoral de esta metalodroga.10 Los primeros estudios in vitro revelaron que 

la forma cis era el único estereoisómero activo frente a células tumorales y que 

éste mantenía su geometría de coordinación al someterlo a un entorno 

biológico. En 1971, se realizaron los primeros ensayos clínicos que de nuevo 

corroboraron los resultados anteriores.  

 

Este descubrimiento dio lugar al uso del estereoisómero cis como 

anticancerígeno en todo el mundo. Actualmente, el 50–70% de los pacientes 

con cáncer son tratados con fármacos basados en cisplatino: es el fármaco 
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principal en el tratamiento de cáncer de ovario, testículo y vejiga; se utiliza en 

combinación con otros fármacos para el tratamiento de cáncer de pulmón, 

cabeza y cuello, esófago, estómago, colón, vejiga, cuello del útero y útero. 

También se utiliza como tratamiento secundario para cánceres avanzados de 

pecho, páncreas, hígado, riñón, próstata, y contra glioblastoma, melanoma 

metastásico y frente a mesotelioma peritoneal o pleural.11 Hay que destacar 

que cuando empezaron los primeros ensayos clínicos con cisplatino, el 

diagnostico de cáncer testicular suponía una muerte segura. El éxito obtenido 

con el uso del cisplatino en el tratamiento del cáncer testicular, con un índice de 

curación del 90%, dio lugar a la aprobación de su uso como fármaco por la 

Agencia de alimentos y medicamentos, FDA (Food and Drug Administration) en 

1978.8  

 

Sin embargo, la inespecificidad de la interacción del cisplatino con el 

objetivo biológico deseado (ADN del núcleo celular), da lugar a una baja 

selectividad del tratamiento lo que conlleva numerosos efectos secundarios 

adversos (náuseas, vómitos, nefrotoxicidad, alopecia, descenso de leucocitos, 

etc.) y al desarrollo de resistencia. Además, hay que destacar que el cisplatino 

es inactivo frente a muchas líneas celulares cancerígenas y en cánceres 

secundarios (metástasis). Finalmente, su limitada solubilidad en disoluciones 

acuosas, que es crucial para administraciones intravenosas, es otro de los 

inconvenientes del uso de este metalofármaco. 

 

Con el fin de superar estos inconvenientes descritos anteriormente, se 

desarrollaron otros metalofármacos antitumorales basados en compuestos de 

coordinación de Pt: los compuestos de platino de segunda generación. De 

forma general, los compuestos de platino de segunda generación con 

propiedades antitumorales, presentan la fórmula cis-[PtL2X2], donde L es una 

amina y X es un grupo saliente (haluros o ligandos tipo carboxilato). Muchos 

derivados del cisplatino que inhiben la replicación celular presentan un grupo 

N-H, que es responsable de la formación de enlaces de hidrógeno durante la 

aproximación a la molécula diana: el ADN. Sin embargo, casi todos los 

análogos del cisplatino preparados que satisfacen esta fórmula presentan un 
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mecanismo de acción similar al del cisplatino, y por lo tanto, los tumores 

desarrollan una resistencia parecida.13  

 

Dentro de este grupo, el primer compuesto análogo al cisplatino que fue 

sintetizado con éxito es el carboplatino (cis-[Pt(C6H6O4)(NH3)2]) cis-

diammino(ciclobutano-1,1-dicarboxilato-O,O’)platino(II).12 Con el fin de 

desarrollar un compuesto con una menor toxicidad que el cisplatino, se 

sustituyeron los ligandos cloruro por otro ligando más inerte, el 

ciclobutanodicarboxilato. El carboplatino, por tanto, es menos reactivo, 

presenta menos efectos secundarios y es más fácil de administrar en terapias 

combinadas. La diferencia entre la farmacocinética que presenta el 

carboplatino y el cisplatino se debe a la menor tasa de conversión del 

carboplatino en las diferentes especies reactivas. Estudios de interacción entre 

el carboplatino y el ADN indican que la reacción conlleva la apertura del quelato 

y posterior unión del centro metálico a las nucleobases del ADN. La sustitución 

de los ligandos monodentados cloruro por el ligando quelato 

ciclobutanodicarboxilato estabiliza al sistema frente a la hidrólisis con la 

consiguiente disminución de la nefrotoxicidad sin afectar a su capacidad 

anticancerígena. Por lo tanto, los pacientes toleran mejor el tratamiento, 

pudiendo administrarse dosis mayores que en el caso del cisplatino.13 Para el 

tratamiento del cáncer de ovario, el carboplatino presenta un comportamiento 

similar al cisplatino. Sin embargo, el cisplatino es más activo frente al cáncer de 

testículo y cabeza y cuello. Diferentes estudios han demostrado que los grupos 

amino, cinéticamente inertes, son los que determinan la estructura del aducto 

que se forma entre el Pt y ADN. Esto hecho explica que el cisplatino y el 

carboplatino tengan un patrón similar frente a ciertos tumores.  

 

Con el fin de desarrollar tratamientos contra el cáncer más selectivos y 

eficaces, se ha estudiado ampliamente el mecanismo de acción del cisplatino y 

los mecanismos de resistencia adquirida. En primer lugar, el cisplatino se 

administra por vía intravenosa, a pesar de su baja solubilidad. Una vez en el 

torrente sanguíneo, difunde a través de la membrana celular hasta el 

citoplasma. Hay que destacar que el cisplatino presenta una gran estabilidad 

cinética, con una tasa de intercambio de ligandos muy lenta, por lo que es 
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capaz de llegar hasta las células cancerígenas sin sufrir ninguna 

modificación.13 Dentro de la célula la concentración de iones cloruro es mucho 

menor (! 0.004 M) que la de la sangre (0.1 M), por lo que una o dos moléculas 

de agua desplazan a los ligandos cloruro y el cisplatino pasa a ser un 

acuacomplejo catiónico.9 El resultado final es la formación de la especie activa, 

cis-[Pt(NH3)2Cl(H2O)]+, que es la que reacciona con las dianas celulares. 

Muchos componentes celulares incluyendo el ARN, proteínas, ADN, 

fosfolípidos de membrana y microfilamentos del citoesqueleto pueden 

reaccionar con el cisplatino.14 Tras perder los cloruros la especie catiónica 

reacciona de forma mayoritaria con las nucleobases del ADN, en concreto, el 

Pt se coordina al N7 de las bases púricas (guanina y adenina) desplazando así 

los ligandos cloruro y acua (Esquema 1.1). Como resultado, se forma un aducto 

bifuncional entre la unidad {cis-Pt(NH3)2} y dos nucleobases adyacentes de la 

misma hebra. Se pueden producir varios tipos de lesiones en el ADN, sin 

embargo, el entrecruzamiento intrahebra 1,2-d(GpG) es la lesión más común (> 

70%), seguida por el entrecruzamiento intrahebra 1,2-d(ApG) (20%). Los 

entrecruzamientos intrahebra 1,3-d(GNG) (5-10%) e interhebra 1,2-d(GpG)  y la 

formación de monoaductos, son lesiones menos comunes. Estudios de 

difracción de rayos X desarrollados por Lippard y colaboradores15 demostraron 

que el centro metálico se localiza en el surco mayor del ADN, y que la 

formación del aducto intrahebra 1,2-d(GpG) pliega la doble hélice de ADN con 

un ángulo de 45º alrededor de la posición de platinación (Figura 1.3). Esta 

modificación en la biomolécula de ADN es reconocida por varios grupos de 

proteínas, como por ejemplo las proteínas cromosómicas de alta movilidad 

(HMG), que se unen al ADN y lo protegen de ser reparado.16  
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Esquema 1.1. Formación del entrecruzamiento intrahebra 1,2-d(GpG) entre el ADN y el 

cisplatino. En el recuadro se muestra la estructura de la guanina y la posición N7, donde se une 

el Pt. 

 
Figura 1.3. Estructura cristalina del cisplatino y un fragmento de ADN  d(CCUBrCTG*G*TCTCC) 

- d(GGAGACCAGAGG) (donde G* es la guanina unida al Pt) que contiene el entrecruzamiento 

intrahebra 1,2-d(GpG). Se puede apreciar el plegamiento de la hebra de ADN alrededor del 

surco mayor. En el recuadro se muestra la interacción del aducto Pt-ADN con la proteína de 

alta movilidad HMGB1. 

 

Uno de los inconvenientes de los tratamientos con cisplatino es el 

desarrollo de resistencia. La resistencia a la quimioterapia se puede dividir en 

resistencia intrínseca del fármaco, donde la administración de la droga no tiene 

ningún efecto sobre el paciente, y resistencia adquirida, en la que se observa 

una respuesta normal al principio del tratamiento, pero que disminuye con 

rapidez e incluso desaparece tras un periodo de tiempo. En quimioterapia, y en 

otras enfermedades, la resistencia a los fármacos (MDR, Multidrug Resistance) 

es un factor muy importante que determina el éxito del tratamiento. Existen 
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class of proteins, the ribosomal RNA transcription factor
hUBF, binds the cisplatin 1,2-d(GpG) cross-link with a Kd

of 60 pM, the highest known affinity of any protein toward a
Pt–DNA lesion.73 In an in vitro transcription assay with RNA
polymerase I, treatment of DNA with cisplatin inhibited
ribosomal RNA synthesis by sequestering hUBF.74,75

TATA-binding protein

The TATA-binding protein is a critical transcription factor for
all three eukaryotic RNA polymerases (pol I, II, and III).76

This protein binds DNA at promoter sites in the minor
groove, bending the double helix toward the major groove
and causing a structural change similar to that of a cisplatin
intrastrand cross-link (see Fig. 3a).77 TBP binding to the
1,2-{Pt(NH3)2}

2+-d(GpG) adduct is similar to that of a
promoter binding in terms of affinity, with Kd B 0.3–10 nM.
The kinetics are also similar, with relatively slow on and off
rates. TBP binds the 1,2-d(GpG) cross-link of cisplatin better
than the 1,3-d(GpTpG) adduct.78

Y-box binding protein

Another transcription factor that binds cisplatin-modified
DNA is YB-1, a protein that recognizes an inverted CCAAT
sequence termed the Y-box.79 This protein is important both for
signaling of DNA damage and for cell proliferation. YB-1 binds
selectively to 1,2-d(GpG), 1,2-d(ApG), and 1,3-d(GpTpG)
cross-links of cisplatin,80 and is overexpressed in the nuclei of
cisplatin-resistant cell lines.81,82 mRNA for YB-1 is increased
approximately 6-fold as a response to cisplatin treatment.83

High-mobility group box protein 1

HMGB1 has been implicated to have a regulatory effect on
many cellular processes involving DNA, including chromatin
remodeling, recombination, replication, and transcription.84,85

The relationship between HMGB1 levels and cisplatin
sensitivity is reviewed elsewhere.11 Interest in the role of
HMGB1, and HMG-domain proteins in general, in mediating
cisplatin cytotoxicity has stimulated much research into the
interactions between the HMG domain and Pt–DNA adducts.
HMGB1 contains two tandem HMG domains, A and B, and a
C-terminal acidic tail. The binding affinity of domain A for the

1,2-{Pt(NH3)2}
2+-d(GpG) adduct depends on the flanking

nucleotide sequence, with Kd values ranging between 1.6–517 nM.
The range of binding affinities for domain B is slightly weaker,
between 48–1300 nM.86 The full-length protein binds the
cisplatin intrastrand cross-link primarily through the A
domain with a dissociation constant of 120 nM.87 HMGB1
also recognizes the interstrand cross-link of cisplatin, with
approximately 5-fold lower affinity.88 The structure of a com-
plex between a 16mer duplex DNA containing a centralized
1,2-d(GpG) cisplatin intrastrand cross-link and the A domain
of HMGB1 was solved by X-ray crystallography (Fig. 3b).89

The HMG domain binds the adduct in the widened minor
groove to the 30 side of the platinated strand. A phenylalanine
residue intercalates into a hydrophobic notch created by the
cisplatin cross-link; binding of the domain is dramatically
reduced when this residue is mutated to alanine. These data
provide insight into the recognition of Pt–DNA adducts by all
HMG-domain-containing, and possibly other, proteins.

Structure specific recognition protein 1

SSRP1 was discovered from expression screening of a human
B-cell cDNA library as a protein that binds to cisplatin modified
DNA.72 This protein, along with Spt16, comprise the FACT
heterodimer, which alleviates the nucleosomal barrier to
transcription.90 FACT binds cisplatin globally-modified DNA
and the 1,2-d(GpG) cross-link with specificity over undamaged
DNA or DNA treated with trans-diamminedichloroplatinum(II).91

Isolated SSRP1 did not form a high-affinity complex with
cisplatin–DNA adducts, demonstrating the requirement for
Spt16 in recognition of the platinum damage, but the
truncated HMG domain of SSRP1 did recognize the 1,2-d(GpG)
cross-link. The affinity of this critical transcriptional mediator
for cisplatin-DNA damage suggests that binding of SSRP1
and FACT to platinum cross-links may be important to the
mechanism of transcription inhibition by this drug.

Inhibition of transcription by platinum antitumor
complexes

Akey indication that cisplatin–DNA adducts inhibit transcription
was uncovered when it was reported that G2 arrest of

Fig. 3 Protein recognition and binding to Pt–DNA adducts. (a) Overlay of X-ray crystal structures of TBP-bound DNA (1TGH, blue) and DNA

containing a cisplatin 1,2-d(GpG) intrastrand cross-link (1AIO, burgundy). (b) X-Ray crystal structure of HMGB1 domain A bound to a cisplatin

1,2-d(GpG) intrastrand cross-link (1CKT). An intercalated phenylalanine residue plays a key role in substrate recognition. PDB accession codes

are given in parentheses.
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diversos mecanismos celulares que dan lugar a MDR. Los más importantes 

son: i) la disminución en la entrada del fármaco a través de la membrana 

celular, disminuyendo o bloqueando el flujo; ii) el aumento en los mecanismos 

de reparación del ADN; iii) el aumento en la tasa de inactivación del fármaco al 

unirse a ciertas proteínas, como las metalotioneinas o la glutatión-S-

transferasa; y iv) la unión al fármaco de moléculas pequeñas como glutatión. 

Asimismo, estudios recientes demuestran que las células con resistencia a 

fármacos sobreexpresan ciertas proteínas que disminuyen la concentración 

celular de los agentes quimioterapéuticos, como por ejemplo las P-

glicoproteínas (Pgp) o las proteínas MRP1.17  

 

Las circunstancias expuestas anteriormente son una clara motivación 

para seguir desarrollando fármacos alternativos más específicos, que den lugar 

a un menor número de efectos secundarios y que, por tanto, sean más 

bondadosos con los pacientes. En este contexto, surgieron los compuestos de 

platino de tercera generación. A diferencia del descubrimiento casual del 

cisplatino, el diseño de estos compuestos se basa en un desarrollo racional, es 

decir, se sintetizan nuevos compuestos con el fin de desencadenar una 

respuesta química específica.5 El primer derivado del cisplatino de tercera 

generación desarrollado con éxito fue el oxaliplatino ([DACH-

(oxalalato)platino(II)]) [(1R,2R)-1,2-diamminociclohexano]-(etanodionato-

O,O’]platino(II)). Este compuesto es activo frente a líneas celulares resistentes 

al cis y al carboplatino, como por ejemplo el cáncer colorectal. La importancia 

de su desarrollo se demuestra en que, recientemente, su uso terapéutico se ha 

regulado a nivel mundial. Varios estudios demuestran que el oxaliplatino 

presenta un modo de acción diferente al cisplatino, que está relacionado con 

las proteínas de reconocimiento molecular y el proceso de formación del aducto 

Pt-ADN. Cuando el oxaliplatino reacciona con el ADN se producen menos 

interacciones interhebra (las más tóxicas). Este hecho demuestra la 

importancia del ligando amino portador que modifica de forma significativa la 

reactividad de los compuestos de Pt con la molécula de ADN.  

 

A pesar de que estos compuestos de platino son poco específicos y han 

tardado alrededor de 30 años en ser aprobados, su importancia queda 
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demostrada por el hecho de que en la actualidad siete fármacos basados en 

platino están disponibles comercialmente. Dos ejemplos, en fase II de los 

ensayos clínicos, son el lobaplatino (D-10466) cis-[trans-1,2-

ciclobutanbis(metilamina)-N,N´]-[(2S)-lactato-O1,O2]-platino(II), que está 

basado en el derivado amino 1,2-bis(metilamina)ciclobutano y lactato como 

grupo saliente; y el DWA2114R ((-)-(R)-[2-(aminometil)pirrolidina](1,1-

ciclobutanodicarboxilato)-platino(II)), que tiene como grupo portador la 2-

(aminometil)pirrolidona. En ambos casos, se ha observado que se supera la 

resistencia al cisplatino en el tratamiento del cáncer de ovario. Además, se ha 

demostrado que estos compuestos son activos frente al cáncer avanzado de 

cabeza y cuello, y frente a cáncer de pulmón de células pequeñas.18 

 

De forma general, se había aceptado que para que un compuesto de 

platino fuera activo frente a tumores, esté debía presentar una configuración 

cis. Tras demostrar que el trans-[Pt(NH3)2Cl2] no presentaba actividad 

antitumoral, los compuestos trans habían caído en el olvido. Sin embargo, se 

ha visto que este dogma no es válido, ya que tres tipos diferentes de 

compuestos trans presentan actividad anticancerígena. Varios grupos de 

investigación han demostrado que la sustitución del grupo amino por aminas 

aromáticas,19 alquilaminas e isopropilaminas,20 e iminoéteres21 conducía a 

compuestos trans-Pt(II) con una citotoxicidad importante, similar a la del 

cisplatino. El mecanismo de acción que presentan este tipo de compuestos 

depende en gran medida del ligando portador. Examinando la gran variedad de 

aminas utilizadas para sintetizar compuestos trans citotóxicos, parece ser que 

el transplatino en sí mismo es una excepción. Se ha demostrado que los 

compuestos trans-Pt(II) no dan lugar a resistencia adquirida y son activos frente 

a líneas celulares resistentes al cisplatino. Este comportamiento diferente 

puede deberse a que para los compuestos trans-Pt(II) las restricciones 

geométricas impiden la formación de entrecruzamientos intrahebra 1,2, 

mientras que el entrecruzamiento 1,3-(GdC) interhebra está favorecido.22  

Finalmente, estudios recientes desarrollados por Brabec y Sadler han 

demostrado que el transplatino es igual de citotóxico que el cisplatino cuando 

las células tratadas se irradian con luz ultravioleta.23 
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Por otro lado, desde los primeros estudios desarrollados por Rosenberg 

y sus colaboradores se sabía que los compuestos de Pt(IV) presentaban 

actividad antitumoral. Sin embargo, con la aprobación del uso del cisplatino a 

nivel mundial, el desarrollo de fármacos de Pt se centró en los complejos de 

Pt(II). En los últimos 15 años, los deseos de desarrollar metalodrogas de Pt de  

administración oral, con el fin de mejorar la calidad de vida de los pacientes, ha 

reiniciado el interés por los fármacos de Pt(IV) más solubles que el cisplatino.3 

Debe destacarse que los complejos de Pt(IV) son más inertes frente a 

reacciones de sustitución de ligandos que los de Pt(II) y presentan una elevada 

estabilidad cinética por lo que influyen de forma significativa en las reacciones 

redox del entorno biológico. Los compuestos de Pt(IV) se activan por 

reducción: el Pt(IV), más inerte, se reduce a Pt(II) antes de reaccionar con el 

ADN. Esta cualidad los hace buenos candidatos para tratamientos orales.24 El 

primer ejemplo de complejo de Pt(IV) desarrollado con éxito es el cis,trans,cis-

[Pt(NH3)(ciclohexilamina)(AcO)2Cl2] (JM216 o satraplatino). El satraplatino es el 

primer profármaco de platino administrado oralmente que ha entrado en 

estudios clínicos.2b Actualmente, se encuentra en la fase III de los ensayos 

clínicos y se está investigando su posible uso en el tratamiento de cáncer de 

próstata avanzado. 

 

Por último, teniendo en cuenta que el cisplatino y sus análogos son 

capaces de formar entrecruzamientos con el ADN intra e interhebra, se pensó 

en la posibilidad de diseñar y sintetizar metalofármacos más sofisticados con la 

capacidad de formar otro tipo de aductos con el ADN. Esto significaría que a 

nivel celular tendría lugar un reconocimiento diferente por parte de las 

proteínas, reflejando un patrón de actividad antitumoral único. Siguiendo esta 

hipótesis Farrell y sus colaboradores desarrollaron una serie de compuestos 

polinucleares en los que los centros de platino se coordinan a cadenas de tipo 

diamina puente flexibles.25 Estos compuestos no son únicamente polinucleares, 

sino que también son policatiónicos. Desarrollando estos compuestos más 

largos, se consigue provocar lesiones en la doble hélice de ADN que serían 

imposibles para el cisplatino. Los aductos más comunes que forman estos 

compuestos polinucleares de Pt son los inter o intrahebra separados por más 

de 4 bases (Figura 1.4). Debe destacarse que estos compuestos son más 
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potentes que el cisplatino y exhiben actividad frente a una gran variedad de 

tumores, incluyendo tumores resistentes al cisplatino. El mejor ejemplo de este 

tipo de compuestos es el BBR3463, un compuesto trinuclear que se encuentra 

en la fase II de los ensayos clínicos.5 

 
Figura 1.4. a) Estructura obtenida a partir de datos de RMN entre el compuesto BBR3463 y un 

fragmento de ADN d(CATG*CATG)-d(CATG*CATG), donde G* es la guanina N7 unida al 

compuesto de Pt. Se puede ver la formación de un entrecruzamiento d(G)-d(G) interhebra. b) 

Estructura de rayos X de un compuesto de triplatino, TriplatinNC, y un fragmento de ADN. 

 

Según todo lo expuesto hasta ahora, el desarrollo de complejos 

metálicos como fármacos no es una tarea fácil. Se ha demostrado que el 

tratamiento con algunos complejos de platino conlleva numerosos efectos 

secundarios adversos y que existen muchas líneas celulares frente a las que 

estos compuestos son inactivos. Estas limitaciones son el origen de la 

búsqueda de otros agentes antitumorales basados en otros metales más 

efectivos y menos tóxicos. En el desarrollo de fármacos de naturaleza 

inorgánica han de considerarse factores como la biodistribución y 

bioacumulación del metal, así como su especificidad farmacológica. La 

variabilidad en la geometría de coordinación, reactividad, estado de oxidación, 

cinética de intercambio de ligandos, o simplemente la capacidad de 

reemplazarse por otros metales esenciales, es la base para generar 

compuestos con una gran diversidad farmacológica.26 Los iones metálicos son 

capaces de dar lugar a enlaces de coordinación lábiles o robustos, con 

números de coordinación que van desde el 1 al 12, incluso con numerosas 

geometrías, generando compuestos lineales, trigonales, tetraédricos, 
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octaédricos, etc. Por tanto, el empleo de otros iones metálicos diferentes del Pt 

puede conducir a nuevas moléculas terapéuticas con propiedades y estructuras 

completamente diferentes a los de los compuestos basados en Pt.  

 

En este sentido, recientemente, han surgido una serie de compuestos 

organometálicos de Ru, Rh, Ir, Au, Ag, Pd, Ti y Os que presentan una 

importante actividad antitumoral.27 Concretamente, estudios realizados en los 

años 70 y 80 pusieron de manifiesto la actividad antitumoral de algunos 

complejos de Ru(II), Ru(III) y Ru(IV) con ligandos como amina, dimetilsulfóxido, 

imina, poliaminopolicarboxilato y ligandos N-heterocíclicos. Los primeros 

estudios sobre los compuestos de rutenio, metal de transición del grupo del 

platino, sugerían que las propiedades anticancerígenas de estos compuestos 

estaban relacionadas directamente con su interacción con el ADN, como en el 

caso del platino. Sin embargo, actualmente se sabe que el rutenio causa 

menos efectos secundarios que el Pt ya que presenta unas propiedades 

químicas y bioquímicas diferentes. En primer lugar, el rutenio parece 

acumularse preferentemente en masas neoplásicas, en detrimento de su 

acumulación en tejidos sanos. El rutenio es capaz de mimetizarse con el hierro 

y unirse a una serie de biomoléculas, como la transferrina o la albúmina, que 

son responsables de la solubilización, transporte y destoxificacion del hierro en 

mamíferos.28 En el caso del platino, la unión de sus complejos metálicos a las 

proteínas plasmáticas contribuye al desarrollo de efectos secundarios, mientras 

que la unión de los compuestos de rutenio a la transferrina es un proceso 

básico en su modo de acción.29 Las células cancerígenas presentan una gran 

cantidad de receptores de transferrina, ya que la tasa de división celular en los 

tejidos cancerosos es mayor que en los tejidos sanos, y por lo tanto es 

necesario un aporte mayor de oxígeno. Asimismo, estudios realizados in vivo 

con rutenio marcado utilizando células cancerígenas y sanas, han demostrado 

que la entrada de rutenio en las células cancerígenas es 6 veces mayor que en 

células sanas (Figura 1.5).30 Otro factor que determina la baja toxicidad de los 

compuestos de rutenio es su efectividad suprimiendo la respuesta inmune, ya 

que inhiben la proliferación de las células T.31 Por lo tanto, podemos afirmar 

que la baja toxicidad que presentan los compuestos de rutenio se debe, 
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principalmente, a su capacidad de mimetizarse con el hierro, y a la entrada 

preferente en células cancerígenas frente a células sanas.  

 
Figura 1.5. Representación esquemática de la entrada selectiva de los compuestos de rutenio 

en las células cancerígenas. Las células cancerígenas presentan una mayor cantidad de 

receptores de transferrina en su membrana. 

 

El rutenio presenta estados de oxidación II, III y IV accesibles en 

condiciones fisiológicas. Cuando el rutenio presenta estos estados de 

oxidación, forma compuestos de coordinación hexacoordinados con una 

geometría preferentemente octaédrica. Los complejos de Ru(III) son 

biológicamente más inertes que los de Ru(II) y Ru(IV). El potencial redox del 

Ru puede modificarse al variar los ligandos a los que está unido. En sistemas 

biológicos, el glutatión, el ácido ascórbico y algunas proteínas de transferencia 

de electrones son capaces de reducir el Ru(III) y el Ru(IV), mientras que el 

oxígeno y las citocromo oxidasas son capaces de oxidar el Ru(II) (Figura 1.6). 

Con el fin de mejorar la efectividad anticancerígena de los compuestos de 

rutenio, se han sintetizado compuestos basados en la activación por procesos 

redox. Por ejemplo, existen fármacos que se administran en la forma inactiva 

Ru(III) y que en un ambiente reductor ácido, como los tejidos cancerosos, son 

activados a Ru(II). Normalmente, las células presentan una concentración baja 

de oxígeno, un elevado nivel de glutatión y un pH menor que las células sanas, 

lo que produce un ambiente fuertemente reductor. Esta activación por 

reducción, no solo conlleva una actividad selectiva frente a células tumorales, 

sino que dirige su actividad citotóxica a tumores con hipoxia, que son los que 

presentan una mayor resistencia frente a la quimo y la radioterapia.32  
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Figura 1.6. Cambio en el estado de oxidación del rutenio en células cancerígenas y sanas. El 

ambiente reductor de las células cancerígenas da lugar a la formación de Ru(II), que es más 

activo que el Ru(III). Los compuestos de Ru(III) son esencialmente profármacos que se activan 

por reducción al llegar a las células cancerígenas. 
 

Por otro lado, el éxito de los compuestos de Pt(II) como 

anticancerígenos se debe a su gran estabilidad, como consecuencia de su 

lenta cinética de intercambio de ligandos. Los compuestos de platino presentan 

tiempos de reacción que van de minutos a días (constantes de 10-3 a 10-2 s-1), a 

diferencia de otros metales con tiempos de reacción de microsegundos a 

segundos (constantes de 10+2 a 10+8 s-1). En ese sentido, los compuestos de 

Ru(II) son mucho más lábiles que los de Pt(II) y presentan cinéticas de 

intercambio de ligandos más rápidas que las de los compuestos de Pt(II) en 

medio biológico.33 Las reacciones de intercambio de ligandos son un factor 

determinante en la actividad biológica de los compuestos organometálicos, ya 

que sólo unos pocos fármacos basados en metales son capaces de llegar 

hasta su objetivo biológico sin ser modificados. Muchos sufren interacciones 

con macromoléculas, proteínas, compuestos de azufre y/o agua. En este 

sentido, la búsqueda de sistemas de encapsulación adecuados para estos 

metalofármacos que permitan su administración a la diana deseada es de un 

enorme interés actual por lo que se ha definido como uno de los principales 

objetivos de esta Tesis Doctoral.  

 

En general, la actividad anticancerígena de un fármaco reside en su 

habilidad para producir la apoptosis, o muerte celular programada, de las 

!"#$%%&#

!"#$%%&#
!"
#$%
&'(
)*
("
+&,
&'

'
'
!"
#$%
&',
)*
&'

!"#$%%%&#

!"#$%%%&#

-&
*(
"*
.+)
($/
*'0

1,'
)2.
)'%
"'3
24.
)5
/*
'

-&
*(
"*
.+)
($/
*'0

1,'
6)
#)'
%"
'&7
83"
*&
'

9:
'6)
#&'

;*$/*')'.+)*,<"++$*)'

=7$%)($/*>'&783"*&'0&2"(42)+'

?4'@AAAB'"*'<&+0)'%"''
<1+0)(&'



Capítulo 1 

38 

células tumorales. La apoptosis es un proceso complicado en el que la célula 

“se suicida” de forma controlada, sin causar daños a las células que la rodean. 

Las células apoptóticas se diferencian en cuerpos apoptóticos esféricos que 

son reconocidos y eliminados por los linfocitos. La necrosis es otro proceso de 

muerte celular, menos controlado, y que causa inflamación y daño a las células 

colindantes por lo que no es deseable que tenga lugar durante un tratamiento 

terapéutico. Existen muchos mecanismos capaces de iniciar la apoptosis 

celular relacionados con la interacción de los fármacos con el ADN y las 

proteínas celulares. En el caso particular de los compuestos de platino, su 

citotoxicidad se basa en la interacción mediante enlaces de coordinación del Pt 

con el ADN, formando aductos que derivan en la apoptosis celular. Asimismo, 

se ha demostrado que los compuestos de rutenio son capaces de inhibir la 

replicación del ADN, inducir efectos mutagénicos, unirse al ADN nuclear y 

reducir la síntesis de ARN, por lo que la biomolécula de ADN es también una 

diana importante para los fármacos basados en rutenio. Como en el caso del 

platino, el rutenio se coordina al N7 de las bases púricas (normalmente 

guanina) del ADN. Sin embargo, también es posible la unión a la adenina, 

citosina y uracilo. Es de destacar que dicha interacción con el ADN tiene lugar 

mediante la formación de enlaces cruzados entre las dos hebras de ADN –

posiblemente favorecidas por las restricciones estéricas impuestas por la 

geometría octaédrica de estos compuestos–. Este mecanismo difiere del que 

presenta el cisplatino (interacciones intracatenarias) por lo que las líneas 

celulares que han desarrollado resistencia al cisplatino son sensibles a 

fármacos no convencionales basados en Ru. Como se comentó anteriormente, 

el estado de oxidación del rutenio es un factor determinante en su interacción 

con el ADN: los complejos de Ru(II) son más activos frente al ADN que los 

complejos de Ru(III) y Ru(IV). Además, la actividad anticancerígena de los 

compuestos de Ru(III) está relacionada con su reducción a Ru(II) en las células 

tumorales. Numerosos estudios indican que la unión del Ru al ADN está 

favorecida en ambientes con una concentración baja en oxígeno, mientras que 

en ausencia de la actividad redox de las mitocondrias la unión no tiene lugar. 

Por este motivo los complejos de Ru(III) se consideran profármacos.34  
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Las múltiples dianas extracelulares e intracelulares con las que son 

capaces de interaccionar los compuestos de Ru dificultan el desarrollo de 

mecanismos celulares de resistencia, ya que en comparación con otros 

fármacos, estos compuestos presentan múltiples rutas citotóxicas. Asimismo, 

hay evidencias de que la actividad anticancerígena de los compuestos de 

rutenio se debe también a su interacción con proteínas.30 El mecanismo de 

acción parece estar relacionado con la inhibición de enzimas sobreexpresadas 

en células cancerígenas (ej. catepsina B, D, H, etc.) (Figura 1.7).35 El hecho de 

que dichas biomoléculas se encuentren más expuestas a la acción de un 

fármaco adecuado, en comparación con el ADN del núcleo celular, sugiere que 

el tratamiento con este tipo de compuestos organometálicos alternativos sea 

más prometedor a la hora de aumentar su especificidad, así como disminuir 

sus efectos secundarios. 

 
Figura 1.7. (a) Estructura de la forma nativa de la catepsina D humana. La catepsina D se utiliza 

como marcador del cáncer de mama. (b) Inmunohistoquímica de la catepsina D sobreexpresada (en 

rojo) en la línea celular MCF7 de cáncer de mama. 

 

En este sentido, una de las vías metabólicas capaces de iniciar el 

proceso de apoptosis celular más estudiadas es la vía mitocondrial. Por tanto, 

cualquier compuesto activo frente a estas estructuras es de gran interés en 

estudios contra el cáncer. Existen diversos ejemplos de compuestos de rutenio 

activos frente a mitocondrias. El compuesto [Ru3O2(NH3)14]6+, conocido como 

rutenio rojo, se utiliza normalmente para marcar mitocondrias de forma 

selectiva, puesto que se une de forma específica a la superficie de los canales 

de calcio.36 Aunque el rutenio rojo tiene capacidad para inhibir el crecimiento de 

células cancerígenas, tiene una toxicidad demasiado elevada para su uso 

clínico. Otro ejemplo es el compuesto de rutenio KP1019 que induce la 
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apoptosis en células tumorales del colon vía mitocondria. Este compuesto de 

Ru(III) induce la formación de especies reactivas de oxigeno en células 

tumorales de colon, despolarizando la membrana mitocondrial.37 Estos 

ejemplos ponen de manifiesto que el mecanismo de acción de algunos 

complejos de rutenio está relacionado con interacciones mitocondriales. 

 

En los últimos 30 años se han desarrollado una gran variedad de 

compuestos de rutenio con actividad anticancerígena. A continuación, se 

resume el papel de algunos compuestos de rutenio desarrollados con éxito. El 

primer compuesto de rutenio en ser investigado por sus propiedades 

anticancerígenas fue el fac-[RuCl3(NH3)3] desarrollado por Clarke y sus 

colaboradores en 1980.38 Este compuesto basado en ligandos cloruro y 

ammino se puede considerar un análogo del cisplatino. Sin embargo, debido a 

su baja solubilidad, se abandonó su estudio en aplicaciones farmacéuticas. El 

primer compuesto de rutenio con actividad antitumoral desarrollado con éxito 

data de los años 80, cuando Keppler y sus colaboradores demostraron que dos 

complejos isoestructurales de Ru(III), el ICR, [ImH]trans-[RuCl4(Im)2] (Im : 

imidazol) y el KP1019, [IndH]trans-[RuCl4(Ind)2] (Ind: indazol), eran activos 

frente a un gran número de tumores, y en particular, presentan una actividad 

excelente frente al tumor colorrectal autóctono (químicamente inducido) 

resistente al cisplatino (Figura 1.8).39 

 
Figura 1.8. Actividad del KP1019 en tumores colorrectales autóctonos de rata, en comparación 

con la actividad del cisplatino y el 5-fluorouracilo. Los fármacos se administraron dos veces por 

semana durante 10 semanas. El volumen relativo del tumor se presenta en comparación con el 

grupo control (T/C% = peso medio del tumor tratado/peso medio de tumor sin tratar "100). 
According to preclinical experiments, the maximum tol-

erated dose (MTD) after intravenous administration was
determined in mice and rats to be 42.0 and 58.8 mg/kg,
respectively. The no-observed-adverse-effect-level in the
28-day toxicity study was determined to be 0.84 mg/kg
FFC14A in rats and 1.05 mg/kg (3.36 mg/kg) in male
(female) mice, respectively. Based thereupon, the safe start-

ing dose for the first patient treated was determined to be
25 mg FFC14A (flat dose). Dose escalation was performed
according to an accelerated dose titration design up to
600 mg without dose-limiting toxicity.

In parallel, the pharmacokinetics of KP1019 (FFC14A)
was examined. It was found to be present in the blood
stream mainly in protein-bound form and to have a long
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El éxito del KP1019 reside en su transporte único hacia las células 

tumorales y en la variedad de biomoléculas y dianas con las que puede 

reaccionar. Una vez en el torrente sanguíneo, el 80-90% del KP1019 reacciona 

con las proteínas del plasma, en su mayoría albumina y transferrina.40 La 

transferrina actúa como “caballo de Troya”, transportando el KP1019 hasta las 

células con receptores transferrina, sobreexpresados en células cancerígenas. 

Con este transporte vía transferrina, se consigue reducir los efectos 

secundarios y dirigir el fármaco hasta la diana específica. Una vez que la 

transferrina se une a los receptores de la membrana celular, se incorpora a la 

célula vía endocitosis. Una vez dentro de la célula, el conjunto transferrina-

Ru(III) queda almacenado dentro de vesículas (ej. endosomas), donde el pH es 

menor (! 5.5) que en el entorno extracelular (! 7.4). A pesar de que la unión 

transferrina-Ru(III) es fuerte, el Ru(III) es liberado en condiciones ácidas 

(procesamiento endosómico). Una vez liberado el KP1019 dentro del 

citoplasma, se produce su activación por reducción a Ru(II). Esta reducción es 

selectiva y solamente se produce en células tumorales.37 El éxito del transporte 

del KP1019 hasta las células cancerígenas, y su posterior activación, explica 

por qué este compuesto presenta menos efectos secundarios que el cisplatino 

(Figura 1.9). 

 
Figura 1.9. Representación esquemática del modo de acción del KP1019.29 

 

Fig. 3 Schematic representation of the mode of action of KP1019.

from that of cisplatin, cytotoxic DNA lesions are probably pro-
cessed differently by the cell.26 The induction of apoptosis in cancer
cells by the intrinsic mitochondrial pathway32 does not exclude
the possibility that DNA binding triggers the apoptotic process,
but the comparatively rapid onset of membrane depolarisation in
mitochondria suggests that a direct interaction with mitochondria
might be involved in the mechanism of action of KP1019. Taking
into account the similarities between ruthenium and iron, it is
tempting to assume an interference with iron-dependent metabolic
processes. In this context, the capacity to bind to cytochrome c is
noteworthy. Although a direct interaction with the heme group
has not been reported, binding to this protein results in marked
conformational changes in the heme environment which might
affect biological functionality.33

Despite its moderate cytotoxicity, KP1019 exerts impressive
effects in non-toxic doses in a variety of tumour models, prob-
ably reflecting a high degree of tumour selectivity mediated by
the mechanisms mentioned above. The predictive power of the
chosen models, in particular chemically induced autochthonous
colorectal carcinoma in the rat, which responded with a complete
remission of one third of tumours,34 and primary cultures of
human tumour cells, a high proportion of which (including
clinically chemoresistant specimens and cells from metastatic

lesions) proved sensitive to this compound,35 excites confidence
that a therapeutic benefit will be confirmed by further clinical
studies. The phase I dose escalation study conducted already in
patients with advanced solid tumours yielded encouraging results
with disease stabilisations in five of six evaluable patients despite
the fact that the majority of patients are not treated with the
therapeutically optimal dose in this type of study.36

Another ruthenium complex under clinical investigation,
NAMI-A, imidazolium [trans-tetrachloro(dimethylsulfoxide)-
imidazoleruthenate(III)] (Fig. 2),37 exhibits, despite its structural
relationship to KP1019, a quite different biological activity. This
compound reduces the formation of metastases and appears
to inhibit their growth as a result of a delayed process of
metastasis, but has little impact on primary tumours in animal
models.38 NAMI-A interferes with the interactions of tumour
cells with the extracellular matrix, including an increase of actin-
dependent cell adhesion,39,40 inhibition of matrix degradation by
matrix metalloproteinases,41 and reduction of cell invasiveness
and migration,38,41 resulting in a less malignant cell phenotype.
A contribution of antiangiogenic effects to the antimetastatic
properties has also been suggested,42 whereas the low capacity
of DNA binding43 is unlikely to account for the antimetastatic
activity.

186 | Dalton Trans., 2008, 183–194 This journal is © The Royal Society of Chemistry 2008
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Otro factor importante que debe destacarse es que el mecanismo de 

acción del KP1019 frente al ADN es diferente al del cisplatino. El KP1019 es 

capaz de formar aductos con la biomolécula de ADN, pero estas uniones son 

menos robustas que las que forma el cisplatino, y no desencadenan la 

apoptosis celular. Numerosos estudios indican que el mecanismo que activa la 

apoptosis es la vía mitocondrial. El KP1019 es capaz de interferir en la cadena 

de transporte de electrones, despolarizando la membrana mitocondrial, 

activando la caspasa-3, así como una cascada de reacciones que inducen la 

apoptosis.41  

 

El KP1019 es el segundo compuesto de rutenio que se ha administrado 

a enfermos de cáncer. Se ha concluido con éxito la primera fase de los 

ensayos clínicos para el tratamiento de tumores sólidos (incluyendo el 

colorrectal, endometrial, melanoma, así como diferentes tipos de carcinomas 

de vesícula), y se ha comprobado que su administración no conlleva efectos 

secundarios severos. Actualmente, se encuentra en fase II para el tratamiento 

de pacientes con cáncer colorrectal avanzado.32  

 

Por otra parte, debe tenerse en cuenta que en la búsqueda de terapias 

efectivas contra el cáncer, un área particularmente importante es el tratamiento 

de tumores secundarios o metástasis. La metástasis tiene lugar en un estadio 

avanzado de la enfermedad, y conlleva la liberación de células del tumor 

primario, y su restablecimiento en otra parte del cuerpo. La metástasis es un 

estado latente, y normalmente el crecimiento del nuevo tumor está inhibido por 

las hormonas secretadas por el tumor primario (ej. angiostatina). Sin embargo, 

si el tumor primario se elimina o hay cambios genéticos en las células 

metastásicas, puede tener lugar el crecimiento de un tumor secundario. 

Asimismo, el crecimiento de un tumor de más de 1 mm3 requiere un 

suplemento de sangre, y por lo tanto es necesaria la formación de nuevos 

vasos sanguíneos que lo rodeen, proceso que se conoce como angiogénesis. 

Como se mencionó previamente, los metalofármacos de Pt tienen una escasa 

actividad antimetastásica. Por este motivo, se ha dedicado mucho esfuerzo al 

diseño de nuevos fármacos que actúen como antimetastásicos, y que 

interfieran en el proceso de angiogénesis (Figura 1.10).42 
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Figura 1.10. Inicio de la angiogénesis. Durante la fase de iniciación el tumor se considera 

latente. Sin embargo, con el tiempo el tumor empieza a segregar factores proangiogénicos que 

estimulan la formación de nuevos vasos sanguíneos.43 

 

En este sentido, en 1984, Mestroni y sus colaboradores estudiaron la 

actividad anticancerígena del compuesto de Ru(II) cis-[RuCl2(DMSO)4], y la 

compararon con la actividad anticancerígena del cisplatino.44 Los estudios 

realizados concluyeron que este compuesto no presentaba toxicidad in vitro, 

mientras que era tres órdenes de magnitud menos potente que el cisplatino in 

vivo. Sin embargo, cuando se administró en la máxima dosis permitida, 

demostró tener actividad frente a tumores primarios y frente a metástasis. Hay 

que destacar que ésta fue la primera vez que se desarrolló un compuesto 

capaz de actuar frente a la metástasis. Estos buenos resultados, estimularon el 

desarrollo de otros complejos de rutenio usando como ligando DMSO. En 1988, 

se desarrolló el complejo trans-[RuCl2(DMSO)4)] que es activo frente a 

carcinoma de pulmón y tumores metastásicos. La particularidad de este 

compuesto es que el estereoisómero trans es 20 veces más tóxico que el cis. 

Además, es efectivo reduciendo los procesos metastásicos derivados de un 

tumor primario. Es decir que, aunque el cisplatino es más eficaz reduciendo los 

tumores primarios, el compuesto trans-[RuCl2(DMSO)4)] es más selectivo frente 

a metástasis.45 
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A principios de los años 90, Alessio y sus colaboradores desarrollaron un 

nuevo compuesto basado en Ru(III) llamado NAMI-A [ImH]trans-

[RuCl4(Im)(DMSO)-S)] (Im = imidazol). El NAMI-A es un compuesto estable y 

fácilmente reproducible que presenta poca citotoxicidad frente a tumores 

sólidos in vivo en comparación con el cisplatino. Sin embargo, este compuesto 

destaca porque inhibe el desarrollo y crecimiento de metástasis pulmonar en 

todos los modelos probados in vivo, incluyendo el cáncer de pulmón de células 

pequeñas.27b A pesar de su similitud estructural con el compuesto KP1019, el 

NAMI-A presenta una actividad biológica diferente. El efecto del NAMI-A en 

procesos metastásicos está asociado a una serie de actividades biológicas que 

influyen en funciones celulares como la adhesión, movilidad e invasión de las 

células tumorales, gracias a la condensación de la F-actina y a la reducción de 

la actividad de las metaloproteinasas (ej. gelatinasas). El NAMI-A  interacciona 

débilmente con el ADN. Sin embargo, es capaz de interaccionar con las 

integrinas, particularmente con las !-integrinas, proporcionando propiedades 

anti-invasivas a las células tumorales.  

 

El mecanismo de acción del NAMI-A incluye: i) secuestro del ciclo 

celular, reteniendo a las células en la fase G2/M; ii) inhibición de las 

metaloproteinasas de la matriz celular; iii) incremento de la matriz extracelular 

alrededor de la vascularización del tumor, y por lo tanto, inhibición de la 

invasión de células cancerígenas hacia nuevos tejidos o vasos sanguíneos; y 

iv) unión a ácido nucleicos, provocando un efecto directo en el ADN. Es de 

destacar que la actividad del NAMI-A es independiente del tipo de tumor 

primario o del estado en el que se encuentre la metástasis. El NAMI-A no es 

sólo capaz de prevenir la formación de metástasis, sino también de inhibir su 

crecimiento una vez que se ha establecido (Figura 1.11).  
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Figura 1.11. Eliminación selectiva de metástasis por parte del NAMI-A. Como resultado se 

reduce ligeramente el tumor primario (donde la metástasis representa una subpoblación), y se 

eliminan totalmente las células metastásicas. 

 

El NAMI-A es el primer compuesto anticancerígeno con actividad 

antimetastásica que ha concluido con éxito la primera fase de los ensayos 

clínicos para el tratamiento de metástasis de tumores sólidos (incluyendo el 

cáncer colorrectal, cáncer de pulmón, cáncer de ovario, melanoma y diferentes 

tipos de cánceres de páncreas). Estudios preclínicos han demostrado su 

actividad selectiva frente a metástasis de pulmón, y su acumulación preferente 

en este tipo de células. Su administración no conlleva efectos secundarios 

severos. El estudio en la fase II para el NAMI-A todavía no ha concluido.46 

 

En los últimos años, muchos grupos de investigación han desarrollado 

nuevos compuestos de rutenio como anticancerígenos. Reedjik y sus 

colaboradores, han desarrollado una serie de complejos de rutenio basados en 

ligandos bidentados heterocíclicos de nitrógeno, como por ejemplo el complejo 

cis-[RuCl2(azpy)2] (azpy: 2-fenilazopiridina), que posee citotoxicidad frente a 

diferentes líneas celulares comparable e incluso superior al cisplatino.47 Por 

otro lado, hay que destacar el trabajo desarrollado por los grupos de Sadler48 y 

Dyson49 en la síntesis de compuestos organometálicos de Ru(II) basados en 

arenos, como por ejemplo el RAPTA-C [Ru(p-cimeno)Cl2(pta)] (pta: 1,3,5-

triaza-7-fosfanoadamantano)50 que posee actividad antimetastásica in vivo 

aunque presenta una escasa citotoxicidad in vitro. En concreto, este compuesto 

es activo frente a células de neuroblastoma (SK-N-SH), y es capaz de inducir la 

site of solid tumours is practically null, as compared to that of
cisplatin.22

NAMI-A: an example of selectivity for tumour
metastases

The ruthenium complex imidazolium trans-imidazoledimethyl-
sulfoxydetetrachloro-ruthenate, ImH[trans-Ru(Im)(DMSO)Cl4],
NAMI-A, is an experimental drug23 capable of effectively inhibit-
ing the development and growth of pulmonary metastases in all
solid tumours tested so far, including human tumours (non small
cell lung cancer) engrafted in the nude mouse.24 Metastasis control
is associated with a series of biological activities that influence cell
functions such as adhesion, motility and invasion25 of tumour
cells, due to F-actin condensation and reduction of gelatinolytic
capacity.26 An important contribution is also elicited by control
of tumour angiogenesis, demonstrated in several experimental
models, e.g. CAM (Chorio Allantoic Membrane),27 subcutaneous
matrigel sponge in the mouse,28 intracorneal matrigel sponge in
the rabbit.29 NAMI-A almost entirely inhibits neoangiogenesis
induced by vascular endothelial growth factor resulting from
apoptosis of endothelial cells via the modulation of protein kinase
C, dephosphorylation of extracellular signal-regulated kinase
(ERK) and inhibition of c-myc transcription.30 The anti-invasive
properties on tumour cells of NAMI-A may be ascribed to the
interaction of this compound with integrins, and particularly to its
capacity to activate the beta-1 integrins, known to play a strategic
role in the above reported phenomena. In confirmation of this,
the increased adhesion to the substrate of cell growth induced by
NAMI-A on KB cells is effectively counteracted by echistatin, a
selective blocker of activated integrins.31 The uniqueness of the
antimetastatic effects of NAMI-A also emerges from comparison
with other ruthenium complexes, in some cases structurally very
similar to NAMI-A, such as the imidazolium trans-bisimidazole-
tetrachlororuthenate (ICR) (see Fig. 2), which was the first of
the series found to be active against colorectal tumours.32 This
compound, although showing some pharmacological behaviour
similar to that of NAMI-A (same pharmacokinetics of organ
distribution in vivo), is completely free of antimetastatic activity
and the effects on invasion and adhesion are also much less
pronounced than those of NAMI-A.33

Fig. 2 Chemical structure of imidazolium trans-bisimidazoletetra-
chororuthenate, ImH[trans-Ru(Im)2Cl4], ICR.

The greater activity on lung metastases, as compared to that on
primary tumours, cannot be simply attributed to in vivo NAMI-A
pharmacokinetics. After intraperitoneal or intravenous injection,
the ruthenium concentration in the lung is twice that in the primary
tumour and decreases at a rate of about 8-times slower than

that of the primary tumour, allowing a 0.1 mM concentration
to persist for a week after drug withdrawal.34 However, when
we inject NAMI-A directly into the tumour mass, we get a 10-
times higher concentration of ruthenium in that tissue (persisting
for more than a week after drug withdrawal), but the reduction
of primary tumour growth is still modest as compared to that
of lung metastases.35 That should not be surprising considering
the lack of cell cytotoxicity of NAMI-A in vitro up to mM
concentrations.33 Rather, these data stress the hypothesis of the
existence of significant differences in the tumour cells of metastases
that make them different from those of the primary tumour and
that NAMI-A selectively targets metastases because it binds to
molecules expressed (or relevant) only in these tumour cells.

Further support for the selective activity on metastases is given
by experiments aimed at ascertaining the growth capacity of tu-
mours after exposure to NAMI-A. When tumour cells are treated
in vitro or when they are harvested from the primary tumour
of animals treated with doses active against metastases, their re-
implantation into syngenic animals allows primary tumour growth
comparable to that of untreated controls but with a marked and
statistically significant reduction of the metastasizing ability.36

Thus, NAMI-A has purged the heterogeneous population of the
primary tumour of the cell subtype endowed with metastatic
ability, showing that NAMI-A is able to attack these cells
independently of the site where they are located (Fig. 3). Obviously,
the cells sensitive to NAMI-A represent almost 100% of the
metastatic foci, having a clonogenic origin, are only representative
of a small population in the primary mass. Therefore, their
eradication from the primary tumour will never lead to a marked
reduction of tumour volume, while distant metastases, much more
homogeneous given their clonogenic origin, might be reduced
practically to zero. For comparison, cisplatin, used in the same
experimental procedures and at maximum tolerated doses, leads
to a post-treatment generation in which primary tumours grow at
a markedly reduced rate and at the second transplant generation,
primary tumours grew normally with a “normal” production
of lung metastases. This is unlike with NAMI-A, which still
maintained a statistically significant reduction of lung metastasis

Fig. 3 Selective metastatic removal by NAMI-A. The result is a weak re-
duction of primary tumour (where metastases represent a subpopulation)
and a marked, almost total removal of metastatic foci (where metastatic
cells represent almost 100% of the total cells).

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2007 Dalton Trans., 2007, 1267–1272 | 1269
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apoptosis incluso en concentraciones nanomolares (Figura 1.12). El RAPTA-C 

es capaz de reaccionar con moléculas de la superficie celular, acumulándose 

específicamente en las células cancerígenas y reaccionando con las proteínas 

del citoplasma. Se ha demostrado la capacidad de RAPTA-C de reaccionar con 

proteínas sobreexpresadas en procesos tumorales, como son las tiorredoxinas 

y la catepsina B, involucradas en procesos de metástasis, angiogénesis y 

progresión tumoral. A pesar de las diferencias estructurales entre NAMI-A y los 

compuestos de la familia del RAPTA-C, todos ellos se presentan como una 

opción interesante para el tratamiento de metástasis.51 

 
Figura 1.12. Gran densidad de células de neuroblastoma humano en un cultivo (izquierda). 

Tras la incubación con 1.3 µM de RAPTA-C se observa una clara disminución de dichas células 

en el cultivo (derecha). Las formas más redondas que se observan son características de 

cuerpos apoptóticos, lo que demuestra que la muerte celular se produce por un mecanismo de 

apoptosis. 

 

El modo de acción del RAPTA-C todavía es desconocido. La presencia 

del ligando pta aumenta su solubilidad en agua, por lo que este compuesto de 

tipo “semi-sandwich” presenta propiedades anfifílicas, lo que facilita su 

administración y transporte en medio biológico.52 La actividad del RAPTA-C 

frente al ADN depende de la concentración de cloruros y del pH del medio. En 

el plasma sanguíneo, donde la concentración de cloruros es alta y el pH es 

cercano a 7, este compuesto permanecerá en su forma inactiva. Además, al 

igual que otros compuestos de rutenio, el RAPTA-C es capaz de unirse a las 

proteínas del plasma hasta llegar a los receptores celulares. Una vez entra en 

las células tumorales, donde el pH es ácido y la concentración de cloruros es 

menor, se formará la especie activa de RAPTA-C (Figura 1.13). En ella, los 

ligandos cloruro son sustituidos por ligandos acua, y el ligando pta se protona 

! "#

disparando el mecanismo de apoptosis en líneas de células cancerígenas. En concreto, 

este complejo es activo frente a células de neuroblastoma (SK-N-SH) induciendo la 

apoptosis incluso en concentraciones nanomolares (Figura 1.11). 

Figura 1.11. Gran densidad de células de neuroblastoma humano en un cultivo (izquierda). Tras 

la incubación con 1.3 µM de RAPTA-C se observa una clara disminución de dichas células en el cultivo 

(derecha). Las formas más redondas que se observan son características de cuerpos apoptóticos lo que 

demuestra que la muerte celular se produce por un mecanismo de apoptosis. 

Finalmente, de acuerdo con todo lo expuesto anteriormente, los complejos de Ru 

pueden considerarse posibles candidatos como fármacos para tratamientos 

antitumorales debido a su habilidad para mimetizarse con el Fe unido a biomoléculas, 

los diferentes estados de oxidación que pueden mostrar, su cinética de intercambio de 

ligandos y su capacidad para interaccionar con proteínas. Estas propiedades los hace 

prometedores para el desarrollo de nuevos tratamientos contra el cáncer más específicos 

y, por tanto, con menos efectos secundarios.  

1.1.2 MOFs como materiales eficientes para la liberación controlada de fármacos 

La liberación controlada y específica de un fármaco puede contribuir 

significativamente al aumento de la efectividad del tratamiento y a la disminución de los 

efectos secundarios que puede originar. Debe destacarse que, actualmente, algunos 

fármacos pierden actividad debido a las transformaciones que sufren en el organismo 

hasta llegar al tejido diana como resultado de una prematura degradación.23
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formando lo que se considera la especie activa del compuesto [Ru(p-

cimeno)(H2O)2(Hpta)]3+.53 Una vez hidrolizado, el RAPTA-C es capaz de 

reaccionar rápidamente con diferentes dianas biomoleculares, como el ADN y 

diversos tipos de proteínas. Esta hipótesis explica por qué el RAPTA-C es 

selectivo frente a células tumorales y por qué presenta pocos efectos 

secundarios. Sin embargo, también demuestra que el RAPTA-C no puede 

administrarse oralmente, debido al pH ácido del estomago (pH ! 1.2), que daría 

lugar a la forma activa sin que ésta alcanzara su diana.  

 
Figura 1.13. a) Protonación del ligando pta del compuesto RAPTA-C. Es posible que el daño 

que induce sobre el ADN sea dependiente del pH del medio. b) Espectro de absorción UV-vis 

de RAPTA-C en una solución salina de fosfato a pH 7.0; medido durante 20 min a 298 K. 

 

Finalmente, estudios in vivo demuestran que la bioeliminación del 

compuesto RAPTA-C es más alta que la del NAMI-A. El tiempo de circulación 

medio del RAPTA-C en el plasma sanguíneo es de 10 a 12 horas. Además, 

tras 1 hora de la administración del fármaco, entre el 8-14% de la dosis 

administrada se encuentra en órganos vitales (riñón, hígado, bazo y pulmón).54 

Asimismo, diversos grupos de investigación están desarrollado compuestos 

análogos al RAPTA-C con ligandos menos lábiles, con el fin de formar 

estructuras más estables, y conseguir mayores tiempos de retención, y por lo 

tanto compuestos más eficientes.55  

 

Finalmente, de acuerdo con todo lo expuesto anteriormente, los 

complejos de Ru pueden considerarse buenos candidatos como fármacos para 

tratamientos antitumorales más específicos y, por tanto, con menos efectos 

secundarios debido a su habilidad para mimetizarse con el Fe unido a 

tested for anticancer activity in vitro and showed
cytotoxicity against a human mammary cancer cell
line.34

Our attention has focused on ruthenium(II)-arene
complexes combined with the 1,3,5-triaza-7-phospha-
adamantane (PTA) ligand. The compound RuCl2(η6-
C10H14)(PTA), named RAPTA-C, 1, was found to exhibit
pH-dependent DNA damage such that at the pH typical
of hypoxic tumor cells, DNA was damaged, whereas at
the pH characteristic of healthy cells, little or no damage
was detected.35,36 Such behavior was attributed to the
PTA ligand which can be protonated at low pH, and the
protonated form was considered to be the active agent.
To test this hypothesis a detailed investigation of
RAPTA compounds, as well as model Me-PTA ana-
logues, has been undertaken, paying particular atten-
tion to their aqueous chemistry and in vitro cytotoxicity
on tumor cells.37,38 In parallel, in vivo experiments were
carried out to evaluate the anticancer and antimeta-
static activity of these complexes and the distribution
of 1 in the organs and the blood. Herein, we describe
the outcome from these studies.

Results and Discussion
We previously reported the synthesis, characteriza-

tion, and effect of 1 on plasmid DNA.35 It was found
that at a pH >7 almost no damage to the DNA is
observed, whereas below pH 7 DNA damage is preva-
lent. Since healthy cells grow at pHs above 7, typically
pH 7.2, and (hypoxic) cancer cells have characteristically
lower pH values, typically pH 6.8, we proposed that the
compound might selectively target cancer cells. At the
time, we proposed that PTA could be protonated at
lower pH and in this form cause damage to the DNA as
illustrated in Scheme 1.

With this mechanism in mind, we proposed that the
methylated PTA derivative [RuCl2(η6-C10H14)(PTA-
Me)]+ (2) would display indiscriminate DNA damage
and show no specific selectivity toward cancer cells over
healthy cells. To test this hypothesis, and consolidate
the preliminary data obtained using plasmid DNA, cell
studies were undertaken. RAPTA compounds 1-9 (see
Chart 1) were prepared according to the method previ-
ously outlined for 1. Full synthetic details and spectro-
scopic characterization is provided in the Experimental
Section and in the Supporting Information.

Hydrolysis of 1 in Aqueous, Buffered, and Salt
Solutions. To delineate the differences in activity
between the RAPTA compounds and the methyl-PTA
derivatives 2 and 4 it is important to know the identity
of the compound that reaches the cell, and accordingly,
the aqueous chemistry of the complexes is very impor-
tant. Hydrolysis of 1 was studied using UV-vis spec-
trophotometry under various conditions. The UV-vis
spectrum of 1 at 298 K immediately after dissolution
in pure water exhibits a strong absorption band at 342
nm which rapidly changes (over several minutes) to 326
nm (see Figure 1) indicating that rapid hydrolysis of the
complex takes place, although the exact nature of the
hydrolysis product was not characterized until later (see
below).

A similar approach was adopted to study the hydroly-
sis of 1 in phosphate buffered solutions at pH 2, 7, and

Scheme 1. Protonation of the PTA Ligand in 1,
Postulated as Being Responsible for pH Dependant
Damage to DNA

Chart 1. Structure of the Ruthenium(II)-arene-PTA (RAPTA) Compounds and the Me-PTA Derivatives of RAPTA-C
and RAPTA-T, Prepared as the Chloride Salts

4162 Journal of Medicinal Chemistry, 2005, Vol. 48, No. 12 Scolaro et al.
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processes, including subsequent ligand substitution, including the
formation of aqua complexes, or reduction of the metal, appear to
determine the fate of the metal complex in vivo.

Accordingly, the hydrolysis of many ruthenium(III) complexes,
including trans-[RuCl4(Him)2]! (Him = imidazole; KP418, Fig. 1),
structurally related to KP1019 (Fig. 1) currently being evaluated
in clinical trials [12], were studied using spectrophotometric and
chromatographic techniques [22,23]. In these studies, parameters
such as pH, chloride concentration, buffer and temperature were
varied. For the complex anion trans-[RuCl4(Him)2]! pH dependent
formation of hydrolysis products was observed and the addition of
high NaCl concentrations did not suppress the hydrolysis process
significantly. Furthermore, evidence for the formation of [RuCl3-
(H2O)(Him)2] was obtained, which can undergo deprotonation
and/or subsequent aquation depending on the pH and free chloride
concentration in solution. The imidazole ligands were found to be
tightly bound to the metal center [22]. In general, aqua complexes
are orders of magnitude more labile than the corresponding chloro
complexes and are therefore considered to be the actual active spe-
cies for antitumour activity [24]. However, the very fast reaction of
ruthenium complexes with proteinaceous targets in vivo might not
leave any unreacted ruthenium compound available in the blood
stream [18,20,21]. Nevertheless, hydrolysis studies are an impor-
tant part of the preclinical testing of potential drug compounds
with regard to stability in the infusion solution and storage.

An emerging class of anticancer agents are ruthenium(II)-arene
complexes that have been found to exhibit varying degrees of
activity against cancer cells in vitro often with selective activity to-
wards cancer cells over model healthy cells [25–28]. For the
[Ru(g6-arene)Cl(en)]+ systems (Fig. 1), it has been proposed that
hydrolysis of the RuACl bond to [Ru(g6-arene)(H2O)(en)]+ may
activate the complex for DNA binding [29]. The rate of aquation
of [Ru(g6-arene)Cl(en)]PF6 (arene = biphenyl, dihydroanthracene,
tetrahydroanthracene) at 310 K and an ionic strength of 0.1 M
are an order of magnitude faster than that of cisplatin [30]. The
aquation and anation reactions were found to be strongly depen-
dent on the nature of the arene ligand, suggesting that variations
in the steric and electronic effects of the arene ligands modulate
the ligand exchange reactions. Hydrolysis of the bifunctional
[Ru(g6-arene)Cl2(pta)] (RAPTA; Fig. 1) complexes, promising
antimetastasis agents [31], is a somewhat more complicated pro-

cess by virtue of the two chloride ligands that can potentially ex-
change with water. Although hydrolysis has been studied by ion
exchange chromatography [31], capillary electrophoresis [32] and
modeled computationally [33] some aspects of the hydrolysis pro-
cesses remain unclear. In this paper, the hydrolysis of [Ru(g6-p-
cymene)Cl2(pta)], RAPTA-C 1, chosen as the prototype compound
in the RAPTA series [13,26,31,34–37], has been studied providing
mechanistic insights which help to rationalise the observed reac-
tivity of this compound with various macroscopic biomolecules.

2. Results and discussion

Due to the importance of aquation for both clinical formulation
and the in vivo mode of action of RAPTA complexes, a detailed
study of the rate of aquation and anation of RAPTA-C 1 (Fig. 1)
was carried out. The hydrolysis behaviour of 1 was studied after
dissolution in different media using UV–visible (UV–vis) spectro-
photometry and NMR spectroscopy.

The UV–vis spectrum of 1 at 298 K immediately after dissolu-
tion in pure water exhibits a strong absorption band at 342 nm
which moves to 326 nm within minutes indicating rapid hydroly-
sis of the complex [31]. In phosphate buffer at pH 2.0, essentially
the same species is formed as that observed in water, demon-
strated by the isosbestic point at 346 nm. Surprisingly, in phos-
phate buffer at pH 7.0, the spectrum (Fig. 2) is different to that
observed in water, and is similar to that determined in phosphate
buffer at pH 12.0, indicating that phosphate interacts with the
complex. The initial absorption band at 342 nm, which corre-
sponds to the dichloro compound 1, decreases with time and a spe-
cies, which absorbs at 300 nm is formed. This equilibrium is
characterised by an isosbestic point at 324 nm and may be ex-
plained by the different protonation states of the phosphate ions
due to the changes in pH (pKa,phosphate: 2.12, 7.21 and 12.67). Sim-
ilar behaviour was observed for cisplatin, nevertheless, due to the
absence of appropriate, non-coordinating buffers, phosphate buffer
tends to be used as a compromise in binding studies of metal com-
plexes with biomolecules [19–21,32,38–41]. However, the binding
of cisplatin to phosphate might also be important in its coordina-
tion process to DNA in the cell: the aquation of cisplatin in the
presence of a 4.5-fold excess of phosphate was monitored for
24 h at 298 K, leading to a complex mixture of hydrolysis products
and phosphate adducts, not observed in perchlorate [42]. However,
the rate of the initial aquation step was the same as that deter-
mined in perchlorate solution, having only one potential binding
site for the electrophilic platinum centre.

In order to study the suppression of hydrolysis by chloride ions,
a series of UV–vis spectra of 1 (2 mM) were recorded at 298 K in
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Fig. 1. Structural formulae of cisplatin, and selected ruthenium anticancer drug
candidates.

Fig. 2. UV–vis absorption spectra of 1 in phosphate buffer at pH 7.0; recorded every
minute over a period of 20 min at 25 !C.
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biomoléculas, los diferentes estados de oxidación que pueden mostrar, y su 

capacidad para interaccionar con proteínas. Sin embargo, hay aspectos que 

deben mejorarse en este tipo de compuestos como su rápida cinética de 

intercambio de ligandos. De nuevo, se pone de manifiesto la necesidad de 

desarrollar otras estrategias para proteger estos metalofármacos de su rápida 

activación o biodegradación antes de alcanzar la diana deseada. En este 

sentido, el uso de materiales porosos como vehículos de estos fármacos es 

una estrategia prometedora.  

 

1.2.2 Gases terapéuticos 

 

Gases tan tóxicos como el monóxido de nitrógeno (NO), el monóxido de 

carbono (CO) o sulfuro de hidrógeno (H2S) se producen de forma natural en 

animales y actúan como importantes moléculas señal en los seres vivos. 

Parece imposible que el CO, conocido como el asesino silencioso, o que el NO, 

liberado por los tubos de escape y uno de los responsables de la lluvia ácida, 

puedan ser importantes para el funcionamiento de nuestro organismo. Sin 

embargo, estos gases intervienen en la regulación celular de diversos procesos 

fisiológicos y patológicos, como la vasodilatación, la inflamación en respuesta a 

daños endoteliales y pulmonares y el asma entre otros. En base a estos 

conocimientos, existe un creciente interés en aprovechar estar rutas 

metabólicas con el fin de utilizar estos gases (sobre todo el NO y CO) como 

agentes terapéuticos.56  

 

La formación de CO en el cuerpo humano fue descubierta en 1940 y es 

uno de los procesos químicos más comunes del organismo. La fuente principal 

de CO endógeno son las hemoxidasas, que estás presentes en el cuerpo 

humano de forma constitutiva (HO-2 y HO-3) o su formación está inducida (HO-

1). Tanto HO-1 como HO-2 catalizan la oxidación del carbono en la posición " 

del grupo hemo, para la formación natural de CO, liberando a la vez hierro y 

biliverdina, esta última transformándose rápidamente en bilirrubina (Figura 

1.14).57 Este proceso es bastante común ya que ocurre, por ejemplo, cada vez 

que nos hacemos un hematoma. 58 
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Figura 1.14. Mecanismo de degradación de la hemoglobina, en el que se genera CO y 
bilirrubina. 
 

A pesar de su reputación como gas tóxico, actualmente el CO está 

considerado como un agente con interesantes propiedades como molécula 

señal y reguladora de importantes procesos fisiológicos. Además de la 

conocida función vasodilatadora del CO endógeno, la aplicación de bajas dosis 

de CO exógeno puede producir un efecto beneficioso al organismo.59 Se ha 

demostrado que la administración de CO en modelos animales conlleva un 

efecto saludable que se relaciona con la inducción de la HO-1, lo que 

demuestra la posible aplicación del CO como fármaco. Los efectos 

farmacológicos que se atribuyen al CO son: propiedades vasodilatadoras, 

antiinflamatorias, antiapoptóticas, antiaterogénicas, antiproliferativas y efectos 

citoprotectores, entre otras. Sin embargo, existen problemas en la 

administración localizada de CO, ya que su inhalación da lugar a una 

distribución vascular global. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevos 

métodos para liberar cantidades terapéuticas de CO de forma segura y 

localizada (Figura 1.15).  

3574 Chem. Soc. Rev., 2012, 41, 3571–3583 This journal is c The Royal Society of Chemistry 2012

Characterisation of HO-2 and HO-1 isoforms of heme oxygenase
as well as studies on the kinetics and tissue distribution of these
enzymes revealed their importance under various pathophysio-
logical conditions. HO-2 is constitutively expressed in tissues
such as the brain, liver, and endothelium, and regulates the basal
levels of free heme. HO-1 is an inducible isoform that represents
a pivotal defence against stressful stimuli such as ischemia-
reperfusion damage, endotoxic shock, UV-A radiations and
other stressful insults derived from oxidative and nitrosative
stress. Initially, it was believed that the known anti-oxidant
properties of both biliverdin and bilirubin could readily
account for the benefit in the scenario of tissue injuries and
other diseases involving oxidative stress processes. Thus CO
was thought of as an unimportant by-product that was rapidly
removed by Hb. Only twenty years later, it was discovered that
CO had similar vasodilatory effects as those observed for nitric
oxide (NO). This finding generated the hypothesis that CO may
also have a biological role as a mediator of cellular functions
similar to NO and led to the clear proposal ‘‘. . .that CO is a
neural messenger associated with physiologic maintenance of
endogenous cGMP concentrations’’.14 This discovery spurred an
extensive investigation of the biological roles and mechanisms of
action of CO, which firmly established CO as an important
gaseous messenger molecule. With the recent discovery of H2S as
a biological gaseotransmitter,15 three of the most toxic chemical
gases (NO, CO, H2S) have attained recognition as important
biological agents.

Extensive research into the in vivo biology of CO established
important functions for CO under various physiological and
pathophysiological conditions. The vast scientific literature on
this subject has been summarised in recent reviews that should
be perused by the interested reader.3,5,8,12,16–18 In brief, CO
was found to play a key beneficial role in various inflammatory
and cardiovascular diseases, many of which are attractive
targets for the development of new drugs (see Section 4). Here,
we briefly summarise the findings of CO biology that should
serve as guidelines to the medicinal chemist for the development
of pharmaceutical CO-RMs. First, the generation of endogenous
CO is tightly controlled; COHb levels in blood never reach
symptomatic levels. Second, in the blood, all CO is bound as
COHb, and as such, is transported to the lungs and exhaled.

At disease sites, CO is locally produced in the tissue through
the induction of HO-1. An ideal CO-RM should therefore be
stable during circulation in the blood and only release CO at
the target tissue. CO-RMs for the treatment of endothelial
lesions may be an exception. CO released in a temporally
controlled manner in the plasma may reach endothelial tissue
before it is scavenged by Hb because of the slow kinetics of CO
binding to Hb.11

3. Chemistry of carbon monoxide: identification,
design and development of pharmaceutical CO-RMs

Besides the toxicity of CO and the biological requirements, the
chemistry and fundamental reactivity of CO is the third factor
that should guide the development of CO-RMs. The biological
carrier of CO is heme in hemoglobin, where CO is bound as a
ligand to the central iron forming an organometallic compound.
Very few pharmaceutical agents are organometallic compounds,
largely due to the reactivity of metals with biological substances
(e.g., nucleophilic and electrophilic side chains of proteins) and
the toxicity of many heavy metals.19 Therefore, one may search
the chemical space for other classes of compounds that could act
as carriers of CO or could be converted into CO under biological
conditions (Fig. 3).
Besides organometallic compounds, four classes of compounds

that can release CO under mild conditions were identified: a,a-
dialkylaldehydes, oxalates, boroncarboxylates and silacarboxy-
lates. The rate of CO release from oxalates was far too slow to
make these molecules useful CO-RMs. Preliminary data on
aldehydes confirmed their potential biological activity but
their slow release rate and toxicology have stood in the way of
their development as useful CO-RMs.20 Boroncarboxylates are
well known CO releasers and indeed, its simplest representative,
disodium boranocarbonate [H3BCO2]Na2 (CORM-A1), was
successfully used in various experimental animal models of
diseases.21 However, the limited scope for chemical transfor-
mation of this class of compounds22 makes them not suitable
for the generation of compounds with appropriate pharma-
ceutical characteristics (ADME characteristics: administra-
tion, distribution, metabolism, excretion). In close analogy
to boroncarboxylates, silacarboxylic acids (R3SiCOOH) have
been recently used as CO-RMs for the delivery of stoichio-
metric amounts of CO in Pd catalysed transformations.23

In hot organic solvents in the presence of a strong activator,

Scheme 1 Mechanism of hemoglobin degradation of senescent red

blood cells with the generation of CO by heme oxygenase (HO).

Fig. 3 Chemical classes of compounds for which experimental

conditions have been reported that lead to the release of CO.
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Figura 1.15. Vías alternativas para la administración terapéutica de CO, y sus ventajas e 

inconvenientes. 

 

Una de las estrategias para conseguir la administración local y 

controlada de CO es el desarrollo de compuestos liberadores de CO (CO-RMs, 

“CO-releasing molecules”). Los CO-RMs son una nueva clase de compuestos 

capaces de transportar y liberar CO en un entorno biológico. Normalmente, se 

trata de compuestos organometálicos, basados en carbonilos de metales de 

transición, que contienen uno o más grupos CO coordinados al centro metálico. 

Además de los complejos organometálicos, existen cuatro clases de 

compuestos que pueden liberar CO, como son los ","-dialquilaldehídos, 

oxalatos y borocarboxilatos y ácidos silacarboxílicos.58 

 

El primer estudio donde se describe el uso de una molécula liberadora 

de CO con aplicaciones biomédicas es la patente desarrollada por Moterllini y 

sus colaboradores en 2001.60 Desde entonces numerosos CO-RMs han sido 

sintetizados utilizando diferentes metales de transición (Mn, Mo, Fe, Ru, etc.). 

Estudios in vivo han demostrado que los CO-RMs presentan actividad 

antiinflamatoria, atiapoptótica, antiisquémica, anticancerígena, antiproliferativa, 

proangiogénica, antiagregatoria, y cardioprotectora, así como la capacidad de 

regular la respiración mitocondrial.61 Una de las aplicaciones más interesantes 

de los CO-RMs es la protección de órganos que van a ser trasplantados 
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mientras estos son almacenados en frío. Se ha demostrado que el CORM-3 es 

capaz de reducir la isquemia durante la conservación del órgano en frío.62 En la 

tabla 1.2, se resumen las propiedades químicas y farmacológicas de algunos 

de los CO-RMs más estudiados. 

 

 
Tabla 1.2. Estructura química y propiedades bioactivas de algunos CO-RMs.63 

 

Sin embargo, muchos de estos compuestos organometálicos son 

inestables en condiciones ambientales, pudiendo reaccionar en presencia de 

humedad o con la luz. Además, muchos de los CO-RMs sintetizados hasta la 

fecha, presentan una tasa de liberación del CO muy rápida, de segundos e 

incluso minutos, lo que hace necesario el desarrollo de nuevos métodos de 

liberación más eficaces.64 En este sentido, las redes metalorgánicas con 

centros metálicos con posiciones de coordinación insaturadas se presentan 

como una opción para la liberación controlada de CO. Recientemente, Metzler-

Nolte y sus colaboradores, han demostrado que las redes metalorgánicas 

biocompatibles MIL-88B [Fe3O(BDC)(Ac)] y MIL-88B-NH2 [Fe3O(BDC-NH2)(Ac)] 

(H2BDC: ácido benceno-1,4-dicarboxílico), (HAc: ácido acético), con posiciones 

de coordinación insaturadas, son capaces de adsorber y liberar CO en 

condiciones fisiológicas. En este caso, la liberación del CO se produce por la 

degradación del material, con tiempos de vida media de liberación de CO de 38 

(MIL-88B) y 76 min (MIL-88B-NH2).65 

654

Table 1 Chemical structure and bioactive properties of CO-releasing molecules (CO-RMs)

Compound Chemical structure CO release kinetic and properties Pharmacological action References

CORM-1 Fast (t1/2 < 1 min) Vasodilator; [65, 77, 92]
CO release is light-dependent Reno-protective
Soluble in ethanol and DMSO

CORM-2 Fast (t1/2 ≈ 1 min) Vasodilator; Reno-protective; [65, 70, 74,
CO release induced by ligand Anti-inflammatory; Anti-carcinogenic 79–81, 83,
substitution Pro-angiogenic; Anti-apoptotic 85, 87, 89,
Soluble in ethanol and DMSO Inhibitor of cell proliferation 93, 94]

CORM-3 Fast (t1/2 ≈ 1 min at pH = 7.4, 37 ◦C) Vasodilator; Reno-protective [59, 66,
CO release induced by ligand Cardioprotective; Anti-inflammatory 68–72,
substitution Anti-ischemic 76, 82, 95]
Water-soluble Inhibitor of platelet aggregation

CORM-A1 Slow Vasodilator; Reno-protective; [59, 67,
(t1/2 ≈ 21 min at pH = 7.4, 37 ◦C) Anti-ischemic; Anti-apoptotic 78, 90]
CO release is strictly pH-dependent;
Water-soluble

in microglia [70–74]; reduction of immunological his-
tamine release from guinea pig mast cells and human
neutrophils [75]; anti-hypertensive effects and inhibition
of platelet aggregation [65, 67, 76]; vasodilatation and
anti-apoptotic effects in the cerebral circulation [77–79];
alleviation of hepatic leukocyte sequestration and systemic
inflammatory response during severe burn injury [80];
mitigation of photocarcinogenesis in the skin [81];
improved kidney function following cold ischemia oc-
curring during organ preservation and protection against
cisplatin-induced nephrotoxicity [59, 82] The advent of
CO-RMs has also provided a tool to explore the interac-
tion of CO with various cellular targets and investigate
its mechanism(s) of action [14, 83, 84]. In fact, the
liberation of CO from CO-RMs affects the activity and
function of several heme- and metal-dependent proteins
that are crucially involved in processes controlling cellular
homeostasis [14]. Among these are the production of
reactive oxygen species, cell proliferation, angiogenesis
and mitochondrial respiration [56, 83, 85–87]. Notably,
in human airway smooth muscle cells and neutrophils
CO liberated from CO-RMs inhibits the activity of
NADPH-oxidase, a heme-dependent enzyme responsible
for the production of superoxide anion and a major player
in triggering and propagating oxidative stress [75, 83].
Other metal-containing proteins present in cells may have
a preferential affinity for CO, and this is an area for future
studies needed to identify the most likely targets that
transduce the CO signals into beneficial effects.

CO as therapeutic agent: the challenges
after the promises

A key question that arises primarily among clinicians
is whether CO gas inhalation or CO-RMs will ever be
utilized as therapeutic strategic approaches. CO gas
inhalation as therapy in diseases has been discussed in
a comprehensive article published elsewhere [4, 7, 88].
Although the use of small amounts of CO gas in medicine
is feasible, one could intuitively argue that gaseous com-
pounds in general are difficult to manipulate and to deliver
directly to living cells or organism in an accurate, safe
and measurable fashion. Thus, can CO-RMs overcome
these obstacles? A conclusive answer to this question
cannot be formulated at present since the assessment of
a specific therapeutic role for a given CO-RM is still
under scrutiny; however, the premise is that CO-RMs
represent a good alternative to CO gas both from a phar-
maceutical perspective and in terms of specificity of
action. First of all, CO liberated from CO-RMs can be
precisely controlled and delivered at given concentrations
through all possible routes of administration, unlike
CO gas, which can be delivered effectively only by
inhalation. Secondly, not only should administration of
CO-RMs mitigate the overall adverse systemic effects
of CO inhalation but their use as specific CO carriers
is likely to bypass more effectively the biological trap
represented by deoxyhemoglobin, which is inevitably
and rapidly converted to HbCO in the lung following
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Por otro lado, el efecto relajante de los nitratos, como el nitroprusiato o la 

nitroglicerina, para el tratamiento de la angina de pecho, se conoce desde 

principios del siglo XIX. Sin embargo, no es hasta 1970 cuando se demuestra 

que los nitratos son metabolizados y que, en realidad, el agente activo en este 

proceso es el NO. Finalmente, en 1979, se demostró que el NO es capaz de 

relajar arterias coronarias bovinas previamente contraídas. Tras esta serie de 

descubrimientos, se empezó a estudiar el rol biológico del NO y su mecanismo 

de acción.66 La fuente principal de NO endógeno son las NO sintetasas (NOS), 

que están presentes en el cuerpo humano en forma de NOS1, NOS2 y NOS3. 

Estas tres isoformas de NOS presentan una similitud del 50%, y se diferencian 

en su localización, regulación, propiedades catalíticas y sensibilidad para 

inhibirse. La NOS1 y la NOS3 son enzimas constitutivas que se expresan 

constantemente en el tejido neural y endotelial, respectivamente. Las enzimas 

NOS constitutivas pueden producir más o menos NO dependiendo de la 

concentración de calcio presente. Por el contrario, la NOS2 es una enzima 

inducible, que no depende de la concentración de calcio presente en el medio, 

por lo que se le conoce como isoforma calcio-independiente (iNOS). Al 

contrario que las enzimas NOS1 y NOS3, la inducción de NOS2 da como 

resultado una continua producción de NO. Todas las isoformas de NOS 

catalizan la reacción entre la L-arginina, el NADPH y el oxígeno para dar NO, L-

citrulina y NADP+.67 Hay que destacar que un regulador importante de la 

enzima NOS2 es el gen p53 que participa en la supresión de tumores. Este gen 

determina la presencia de NO e inhibe a la NOS2. Esta relación es importante 

para determinar el rol del NO en el cáncer.68   

 

Como molécula señal, el NO regula varios procesos fisiológicos y 

patológicos, como las funciones vasculares (angiogénesis, flujo sanguíneo, 

permeabilidad vascular, interacción leucocito-endotelio, agregación plaquetaria 

y flujo microlinfático), las funciones neuronales (neurotransmisión y desarrollo 

del sistema nervioso) y, a concentraciones relativamente altas, desarrolla 

funciones citoestáticas y citolíticas. Es de destacar, que varios estudios 

sugieren un rol dual del NO, que puede promover o inhibir la progresión tumoral 

y la metástasis. Los efectos del NO en tumores dependen de la actividad y 

localización de las NOS, de la concentración y duración a la exposición al NO, 
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y de la sensibilidad celular. Las NOS se han detectado en numerosos tumores 

humanos, y su actividad depende del tipo de tumor y del estado en el que se 

encuentre.69 

 

Recientemente, se han desarrollado una gran variedad de compuestos 

liberadores de NO, tales como nitratros y nitritos orgánicos y S-nitrosotioles. 

Además, algunos fármacos antiinflamatorios no esteroidales, se han modificado 

para liberar NO. Por ejemplo, se han desarrollado dos nitrato-aspirinas 

(NCX4215 y NCX4016) que han demostrado buenos resultados en la inhibición 

de la agregación plaquetaria.66 En cuanto al tratamiento del cáncer, existe una 

gran controversia respecto al rol del NO. Se sabe que tiene tanto actividad 

tumoricida como tumorigénica, dependiendo del tiempo de exposición al NO, la 

localización del tumor y la concentración de NO (Figura 1.16). Así, el NO es 

capaz de modular diferentes estadios en la enfermedad del cáncer, incluyendo 

la angiogénesis, la apoptosis, el ciclo celular, la invasión y la metástasis. Se 

sabe que las células tumorales se encuentran expuestas a niveles altos de 

NOS y NO desde un estadio temprano de la enfermedad en comparación con 

las células sanas.68  

 
Figura 1.16. Mecanismo de acción del NO en células tumorales. El NO puede inducir tanto la 

progresión tumoral y la metástasis (azul) como la regresión tumoral e inhibición de la 

metástasis (violeta) dependiendo de la dosis y la duración a la exposición al NO, y de la 

sensibilidad celular.69 
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phase of apoptosis when cells 
receive an apoptosis-inducing 
signal. Apoptotic cell death is 
inhibited by S-nitrosylation in 
the catalytic site of caspases.

Tumour-cell-derived NO and tumour progression
Several established human tumour cells express iNOS 
(as well as, in some cases, eNOS and nNOS) and there 
is clinical evidence that NO that is derived from tumour 
cells can both promote and inhibit further progression of 
these tumours depending on the context (Supplementary 
information S1 (table)). In experimental models, a 
genetic induction of iNOS in tumour cells resulted in 
an increase in tumour growth whereas transduction 
of antisense iNOS into tumour cells reduced tumour 
growth15,21,22 (TABLE 1). Several mechanisms have been 
proposed to explain how NOS expression in tumour cells 
promotes tumour progression (FIG. 2): first, iNOS and 
eNOS were shown to enhance migration and invasion 
of breast cancer and colon cancer cells through soluble 
guanylate cyclase (sGC) and the mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) pathway23–25; second, iNOS 
was found to be associated with increased cell prolif-
eration in T-lymphoma cells26; third, NO from murine 
melanoma cells reduced the lymphocyte reaction in 
tumour-bearing mice, which indicates an escape from 
immunosurveillance through NO-induced immune-cell 
dysfunction27; and last, several studies have shown that 
iNOS induction in tumour cells promotes angiogenesis 
(by upregulating VEGF expression), which increases 
microvascular density and tumour progression15,21. 

Histological examinations reveal a relationship between 
high angiogenic activity or high VEGF expression and 
iNOS expression in human brain, head and neck, lung, 
breast, stomach and colon tumours (Supplementary 
information S1 (table)). These findings indicate that 
tumour-cell-derived NO mediates tumour angiogenesis, 
invasion and growth.

However, there have been several studies that offer 
conflicting observations. The histological examina-
tion of several human cancers has revealed that iNOS 
expression does not show any correlation with tumour 
progression. In some cases, iNOS expression in tumour 
cells was inversely correlated with tumour stage, grade 
and progression, and positively correlated with apopto-
sis and patient survival (Supplementary information S1 
(table)). Induction of iNOS in tumour cells with wild-
type p53 resulted in reduced tumour growth15. In addi-
tion, although many observations indicate that iNOS is 
important for angiogenesis, others have shown that iNOS 
expression does not correlate with VEGF expression, 
microvascular density or tumour progression in some 
human tumour tissues (Supplementary information S1 
(table)). It is still unclear how NO might inhibit tumour 
angiogenesis, but Nunokawa et al. have demonstrated 
that high NO production that results from iNOS induc-
tion can inhibit the proliferation of endothelial cells and 
vascular smooth-muscle cells28. Furthermore, the high 
concentration of NO that is produced by iNOS induces 
apoptosis. It has been shown that transduction of iNOS 
in tumour cells induces apoptosis and inhibits tumour 
growth and metastasis in several mouse tumour mod-
els15,29–32 (TABLE 1). Tumour-cell-derived NO prevents 
platelet aggregation33. A metastatic human colorectal 
carcinoma cell line has lower iNOS activity but higher 
platelet aggregation compared with a non-metastatic 
tumour line that is derived from the same patient. 
Platelets are known to enhance metastasis34. They store 
angiogenic factors, stimulate angiogenic vessel growth35 
and also mediate retention of metastasizing tumour cells 
in blood vessels after the initial entrapment36. Taken 
together, these data indicate that iNOS-derived NO in 
tumour cells also has an anti-tumorigenic role.

These discrepancies might originate from differences 
in tumour type, host tissue or tumour models. Local NO 
levels and cellular responsiveness to NO might be an 
important determinant in the overall tumour response 
to NO. However, in most of these studies, spatial and 
temporal distribution, and local concentration of NO 
in tumours were not determined. Interestingly, Ambs 
et al. showed that the response to iNOS induction was 
dependent on the status of p53 in tumour cells. iNOS 
induction increased VEGF expression, angiogenesis 
and tumour growth in p53-mutant tumour cells but 
decreased the growth of tumours with wild-type p53 
(REF. 15). Moreover, Wang et al. used several murine 
pancreatic adenocarcinoma cell lines that differentially 
expressed iNOS to show that moderate, but not high, 
expression of iNOS in tumour cells correlated with high 
metastatic potential and rapid tumour growth37. Le et al. 
recently showed an NO-dose-dependent increase in 
apoptosis and a decrease in tumour growth of human 

Figure 2 | Mechanisms of action of NO on tumour cells. Nitric oxide (NO) can induce 
both tumour progression and metastasis (green), and tumour regression and inhibition of 
metastasis (brown) depending on the dose and duration of NO exposure and on cellular 
sensitivity to NO. NO promotes tumour progression and metastasis by direct induction of 
tumour-cell proliferation, migration and invasion, and indirectly through the expression 
of angiogenic and lymphangiogenic factors in tumour cells. On the other hand, the 
cytotoxic effects of NO that are typically induced by high doses promote DNA damage, 
gene mutation and tumour-cell death, which result in tumour regression and inhibition 
of metastasis. However, gene mutation and/or transformation together with cell death of 
wild-type cells could contribute to clonal selection of adapted cells and the acquisition 
of apoptosis resistance, and therefore promote tumour progression.
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Existen diversos estudios del efecto bimodal del NO en el cáncer. De 

forma general, se ha sugerido que altas concentraciones de NO tienen una 

función antineoplásica, mientras que concentraciones bajas pueden tener 

efectos pro-angiogénicos y pro-tumorales. Se han estudiado una gran variedad 

de compuestos liberadores de NO para el tratamiento del cáncer, como por 

ejemplo: nitratos orgánicos, compuestos metálicos dadores de NO del tipo 

sodio nitroprusida (SNP), S-nitrosotioles, sidnoniminas, diazeniodiolatos 

(NONOatos), etc. Existe un reciente interés en el uso combinado de NO para el 

desarrollo de tratamientos más eficaces contra el cáncer. Se han obtenido 

buenos resultados en el uso simultáneo de fármacos con compuestos 

liberadores de NO, o híbridos formados por fármaco y NO, para el tratamiento 

del cáncer. Este tipo de tratamientos se basa en la actividad sinérgica suma de 

las características específicas del NO en cuanto a su capacidad vasodilatadora 

y a su potencial rol antineoplásico, con la actividad propia del fármaco. Algunos 

ejemplos de tratamientos combinados son: los compuestos híbridos formados 

por NO y fármacos antiinflamatorios (NO-ibuprofeno, NO-aspirina, NO-

flubiprofeno, etc.)70 que han demostrado tener propiedades quimiopreventivas e 

inmunoquimioterapéuticas;71 el uso combinado de NONOatos y cisplatino para 

el tratamiento de fibroblastos pulmonares V79;72 o el efecto 

quimiosensibilizador in vivo del GTN (compuesto liberador de NO) para el 

posterior tratamiento con doxorrubicina en xenoinjertos de tumores de próstata 

(Figura 1.17).73 

 
 
Figura 1.17. Efecto quimiosensibilizador in vivo de GTN (compuesto liberador de NO) en 

xenoinjertos de tumores de próstata. Rango del volumen tumoral a lo largo del tratamiento. Se 

observa como hay una disminución significativa en el desarrollo del tumor si se compara con el 

tratamiento en el que sólo se administró doxorrubicina. 
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Sin embargo, el uso farmacológico de algunos de estos compuestos 

liberadores de NO se ve condicionado por su baja solubilidad y estabilidad en 

medio fisiológico, y su poca selectividad frente a la diana deseada. Además, el 

NO es un molécula muy reactiva, que puede dar lugar a reacciones no 

deseadas con una gran variedad de átomos o moléculas durante su 

almacenamiento o en condiciones fisiológicas. Para intentar solucionar este 

problema, recientemente, se han desarrollado una gran variedad de 

nanoportadores capaces de almacenar NO, como por ejemplo dendrímeros, 

liposomas, partículas metálicas, polímeros, quantum dots, nanotubos de 

carbono, zeolitas, sílices mesoporosas, etc.74 En concreto, las sílices 

mesoporosas han centrado una considerable atención, puesto que presentan 

grandes áreas superficiales y canales uniformes donde pueden tener lugar 

procesos de adsorción de NO. De forma general, las sílices mesoporosas se 

pueden modificar mediante funcionalización post-sintética de los grupos 

superficiales para formar compuestos liberadores de NO, como S-nitrosotioles, 

nitrosilos de manganeso, grupos diazeniodiolato (NONOatos), etc. 

Alternativamente, se pueden encapsular compuestos liberadores de NO dentro 

de las cavidades de las sílices mesoporosas. En este sentido, Mascharak y sus 

colaboradores estudiaron la carga de la sílice mesoporosa MCM-41 con el 

compuesto fotosensible [Mn(PaPy)3(NO)]ClO4 (HPaPy: N,N-bis(2-

piridilmetil)amino-N-etil-2-piridina-2-carboxamida) (Figura 1.18).75 En este caso, 

se aprovechó la presencia de grupos hidroxilo en la sílice mesoporosa, que 

pueden interaccionar con los grupos polares nitrosilo del compuesto de Mn, 

para estabilizarlo dentro de la matriz. Asimismo, se han estudiado otras sílices 

mesoporosas como nanoportadores-liberadores de NO y se han obtenido 

buenos resultados en el control de la liberación prematura o no deseada de 

este gas, lo que indica la potencial aplicación de este tipo de materiales 

porosos en la liberación controlada de NO.76 A pesar de estos resultados, las 

sílices mesoporas presentan una baja capacidad de carga de NO. Por lo tanto, 

es necesario el desarrollo de nuevos compuestos portadores capaces de 

encapsular grandes cantidades de NO, que sean estables durante su 

almacenamiento y que no den lugar a la formación de especies indeseadas en 

medio fisiológico. 
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Figura 1.18. Representación de la liberación controlada de NO a partir de la sílice mesoporosa 

MCM-41 cargada con el compuesto fotosensible [Mn(PaPy)3(NO)]ClO4. Manganeso. Nitrógeno. 
Carbono. Oxígeno. 

Light-Triggered Eradication of Acinetobacter baumannii by Means of
NO Delivery from a Porous Material with an Entrapped Metal Nitrosyl
Brandon J. Heilman, Jessica St. John, Scott R. J. Oliver, and Pradip K. Mascharak*

Department of Chemistry and Biochemistry, University of California - Santa Cruz, Santa Cruz, California 95064, United States

*S Supporting Information

ABSTRACT: A photoactive manganese nitrosyl, namely
[Mn(PaPy3)(NO)](ClO4) ({Mn-NO}), has been loaded
into the columnar pores of an MCM-41 host. Strong
interaction between the polar nitrosyl and the −OH groups
on the host wall leads to excellent entrapment of the NO
donor within the porous host. With the aluminosilicate-based
host (Al-MCM-41), the loading is further enhanced due to
electrostatic interaction of the cationic species with the
aluminum sites. The extent of loading has been determined
via analytical techniques including N2 adsorption/desorption
isometry. Powder X-ray diffraction studies on the loaded
materials afford patterns typical of an ordered mesoporous silicate consisting of a hexagonal array of unidimensional channels
(with slight loss of crystallinity). Elemental mapping of the loaded particles confirms the incorporation of {Mn-NO} into the
porous MCM-41 structure and attests to the homogeneity of the guest molecule distribution throughout individual particles.
When suspensions of the loaded materials in saline solution are exposed to low-power (10−100 mW) visible light, rapid release
of NO is observed. With continuous exposure, a steady release of 50−80 μM of NO is attained with 5 mg of material/mL buffer
within 5 min, and the NO flux is maintained for a period of ∼60 min. Rapid bursts of 5−10 μM NO are noted with short light
pulses. Loss of either the nitrosyl or its photoproduct(s) from these materials in biological media is minimal over long periods of
time. The NO release profiles suggest potential use of these powdery biocompatible materials as NO donors where the delivery
of NO (a strong antibiotic) could be controlled via the exposure of light. Such prediction has been confirmed with the successful
eradication of both drug-susceptible and drug-resistant Acinetobacter baumannii in a soft-tissue infection model through light-
triggered NO delivery.

■ INTRODUCTION
Nitric oxide (NO) has been recognized through numerous
studies as a potent antibiotic even against highly drug-resistant
bacterium such as methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA).1−3 NO exerts its toxic effect by directly nitrosating
DNA and proteins or by combining with reactive oxygen
species (such as superoxide and peroxide) and oxidizing the
same targets as well as a range of lipids in the cellular
membrane.4 Because NO has a large number of targets and the
bacteria can employ few mechanisms to thwart its actions,
bacteria rarely exhibit resistance to NO.5 The efficacy of
gaseous NO in treating chronic infection has been demon-
strated in an earlier study where delivery of gaseous NO to a
nonhealing diabetic leg ulcer effectively eradicated the infection
which had been resistant to various treatments over a two year
period.6 Since then, several groups have utilized NO to reduce
bacterial loads in infected wounds.7−9 Difficulties in the delivery
of the toxic (and reactive) gaseous NO to selected targets have
inspired the development of a diverse array of method-
ologies,2,10 utilizing numerous variations on gaseous delivery
systems,6,11 creams,12 polymeric materials13−15 and inorganic
solids.2,13,16−20 Most of these delivery systems initiate NO
release under thermal,13,18 water-,19,20 or pH-based21 stimuli.

Very few studies have utilized light as the trigger for NO release
to infected sites.22,23

The rise of drug-resistant bacteria has sparked great interest
in the design of novel approaches to combat the diverse and
numerous mechanisms which bacteria employ to provide
themselves protection against the action of antibacterial
therapeutics.24 New drug scaffolds continue to be developed,
and as their complexity grows, the amount of resources spent
on their development grows as well.25 However, there remains
a subset of bacterial pathogens which has developed resistance
to nearly the entire spectrum of antibiotics available to
researchers and are deemed multidrug-resistant (MDR)
bacteria. Furthermore, phenotypic resistance such as the
formation of bacterial biofilms can also impart decreased
susceptibility to nearly all forms of known antibiotics.26 The
treatment of organisms displaying intrinsic and/or phenotypic
antibiotic resistance is therefore extremely limited in the realm
of traditional antibiotics. The application of NO could be more
promising since (a) MDR bacteria seldom show resistance
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1.3  Terapias avanzadas 

 

A pesar de que la quimioterapia es uno de los métodos más efectivos 

para el tratamiento contra el cáncer, presenta algunas desventajas, como la 

falta de especificidad hacia las células tumorales, importantes efectos 

secundarios y el desarrollo de resistencia adquirida al fármaco. Durante las 

últimas décadas, trabajos de investigación interdisciplinarios se han centrado 

en el desarrollo de sistemas capaces de dirigir y liberar fármacos de forma 

controlada, utilizando diversas estrategias. Las terapias dirigidas contra el 

cáncer se basan en el uso de compuestos activos que bloquean el crecimiento 

y la diseminación del cáncer al interferir con moléculas específicas implicadas 

en el crecimiento y el avance de tumores. Otra de las estrategias utilizadas 

para mejorar los tratamientos actuales, es el uso de sistemas de liberación 

controlada o drug-delivery systems (DDS), capaces de almacenar, transportar y 

liberar fármacos. Estos compuestos portadores presentan diversas ventajas en 

comparación con los sistemas tradicionales, ya que mejoran la farmacocinética 

y distribución, aumentando la eficacia terapéutica y reduciendo los efectos 

secundarios. Además, estos sistemas hacen posible la incorporación de varias 

moléculas activas en un mismo portador, o el desarrollo de sistemas que 

permitan diagnosticar y a la vez que tratar una enfermedad. Los sistemas de 

liberación controlada de fármacos se han aplicado a una gran variedad de 

enfermedades como infecciones, enfermedades cardiovasculares y del sistema 

nervioso, procesos inflamatorios, etc.77 

 

Por otra parte, debido a que las células tumorales crecen anormalmente 

rápido, la vascularización de los tumores es desordenada y heterogénea. Hay 

que destacar que el sistema linfático tumoral se caracteriza por tener una gran 

presión intersticial y un mal drenaje. La poca vascularización y retención en el 

sistema linfático de los tumores se conoce como permeación y retención 

aumentada (EPR: enhanced permeation and retention effect), y se caracteriza 

por tener una mayor acumulación pasiva de fármacos o portadores en 

comparación con los tejidos sanos.78 El efecto EPR es una ventaja para el uso 

de sistemas de liberación controlada en el tratamiento del cáncer, ya que de 

forma natural estos portadores se acumulan en tumores, mejorando la 
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citotoxidad de los fármacos (Figura 1.19).79 Sin embargo, en algunos tipos de 

cáncer, esta acumulación pasiva no siempre es suficiente para alcanzar la 

diana deseada. 

 
Figura 1.19. Representación esquemática del efecto EPR en quimioterapia. Entrada a la célula 

facilitada por la interacción entre los sistemas de liberación controlada de fármacos (DDS) y los 

receptores de membrana.80 

 

Generalmente, las propiedades de los fármacos están determinadas por 

la farmacocinética que presentan. Los cambios que sufre un fármaco o 

portador en medio fisiológico, es un factor importante a la hora de diseñar 

nuevos tratamientos. Propiedades físicas como el tamaño y carga superficial de 

la partícula, la porosidad o tortuosidad, y la hidrofobicidad, afectan en la 

eliminación temprana del fármaco o su portador. Controlando estos factores es 

posible aumentar el tiempo de circulación en el cuerpo, y por lo tanto la 

efectividad del tratamiento.  

 

Con el objetivo de mejorar el efecto EPR y la farmacocinética de las 

moléculas activas, muchos tratamientos contra el cáncer se han mejorado 

utilizando una quimioterapia dirigida. En la quimioterapia dirigida los fármacos, 

o los sistemas de liberación controlada, se funcionalizan con moléculas 

capaces de reconocer dianas específicas expresadas en las células 

cancerígenas. La mayoría de las terapias dirigidas se basan en el uso de 

motivos estructurales que mejoran la farmacocinética y biodistribución de las 

moléculas bioactivas.  

!"#$%&'
()*&+'

,-%#.&',/0'

!12&31+4#)$1' 56-)7682'317691'

:;+*1#&'

<6=12>&' 0%#%3.&+'

(%+13617'>6+6=6>17'

?17&'
712=)@2%&'

?17&'712=)@2%&'
12=6&=A26#&'

BA$)$1'%2>&.%$61$'

5+%21C%''
$6*-;D#&'62%E#1F'

?17&'$62-;D#&'



Introducción 

 59 

Por otro lado, la resistencia adquirida continúa siendo una de las 

mayores barreras para el tratamiento efectivo del cáncer. Este proceso ocurre 

cuando se somete al paciente a una exposición continuada al fármaco, de 

forma que el sistema inmune lo reconoce y elimina, sin llegar hasta el objetivo 

celular. Se han desarrollado diferentes estrategias con el fin de evitar el 

desarrollo de resistencia adquirida. Por ejemplo, los sistemas DDS son 

capaces de encapsular el fármaco y dirigirlo hasta las células cancerígenas, 

consiguiendo que el fármaco pase inadvertido para el sistema inmune. Estos 

sistemas además, pueden recubrirse con polímeros que aumentan su tiempo 

de circulación (ej. polietilenglicol, PEG, o quitosano). Por otro lado, existen 

compuestos bioactivos funcionalizados con motivos estructurales que 

mimetizan biomoléculas, de forma que el sistema inmune no es capaz de 

reconocerlas (ej. estaurosporina). Otra estrategia que permite localizar la 

acción citotóxica es el uso de fármacos que se activan al aplicar un estímulo 

externo, como por ejemplo compuestos fotosensibles, termosensibles o 

radioactivos. A continuación, se explica en detalle las terapias avanzadas 

anteriormente mencionadas. 

 

1.3.1 Quimioterapia dirigida (tratamientos diana) 

 

La quimioterapia clásica se basa en el desarrollo de fármacos que 

interfieran en la replicación y mitosis de las células tumorales. Durante las 

últimas décadas, el mayor conocimiento de la evolución de las células 

tumorales, así como la secuenciación del genoma humano, ha dado lugar al 

descubrimiento de nuevas dianas para el tratamiento del cáncer. El 

descubrimiento de motivos moleculares (factores de crecimiento, proteínas, 

enzimas, receptores, etc.) asociados a procesos cancerosos, ha hecho posible 

el desarrollo de un nuevo tipo de tratamiento, la quimioterapia dirigida. La 

efectividad del tratamiento está relacionada con la capacidad de dirigir los 

fármacos hasta el tumor y provocar la muerte de las células cancerígenas, sin 

afectar a las células sanas. Esta efectividad se traduce en una mejora en la 

calidad de vida de los enfermos, así como en una mayor esperanza de vida. 
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Existen diversas estrategias para el desarrollo de nuevos tratamientos 

dirigidos. De forma general, existen dos grandes áreas de quimioterapia 

dirigida: los tratamientos sistémicos y los tratamientos intracelulares. Los 

tratamientos sistémicos se basan en la libre circulación del fármaco por el flujo 

sanguíneo y la extravasación. Los tratamientos sistémicos además se clasifican 

en tratamientos con liberación mediada por la interacción ligando-receptor y 

tratamientos donde la liberación está localmente activada (Figura 1.20). Por 

otro lado, los tratamientos intracelulares se basan en la liberación del fármaco 

dentro del citoplasma de la célula cancerígena. Este tipo de estrategia se 

utiliza, por ejemplo, en terapia genética o para el tratamiento con ARN de 

silenciamiento (siRNA).81 

 

 
Figura 1.20. Esquema de algunas de las estrategias utilizadas en quimioterapia dirigida. Los 

fármacos están representados en rojo (estrellas), los ligandos conductores en amarillo 

(flechas), los receptores representados en violeta y los estímulos externos para la activación 

representados como rayos. 

 

Una de las estrategias utilizadas para aumentar la selectividad de la 

quimioterapia es unir al fármaco un ligando, o agente terapéutico, que sea 

reconocido por el tumor (Figura 1.21). Esta estrategia se basa en la presencia 

de receptores expresados o sobreexpresados en un entorno tumoral en 

comparación con los tejidos sanos. Cuando estos agentes reaccionan 

específicamente con los receptores celulares son incorporados mediante 

endocitosis o liberados al medio, de forma que se acumulan en la superficie 

celular. El éxito de esta estrategia se basa en la elección adecuada del 

fármaco, el ligando y el receptor, o diana, con el que va a interaccionar. Existen 

numerosos ejemplos en bibliografía de agentes terapéuticos que son 

1. Introduction

In the past few decades, significant progress has been made in un-
derstanding the molecular principles of many different diseases. In
the case of cancer, these improved insights into the genetic and
(patho-) physiological processes contributing to malignant transfor-
mation and tumorigenesis have resulted in the development of sever-
al novel (classes of) chemotherapeutic drugs. Such ‘molecularly
targeted therapeutics’, like the growth factor receptor inhibitor Her-
ceptin, the proteasome inhibitor Velcade, the histone deacetylase in-
hibitor Vorinostat and the antiangiogenic agent Avastin, more
selectively interfere with certain ‘hallmarks of cancer’ [1,2], like
with the overexpression of growth factors and growth factor

receptors, with the altered balance between apoptosis and anti-apo-
ptosis, with the numerous genetic and epigenetic changes that are
present in cancer cells, and with the development of a dense vascular
network, needed to provide tumors with oxygen and nutrients. By
means of their pharmacologically and/or physiologically more opti-
mal mechanism(s) of action, ‘molecularly targeted therapeutics’
have been shown to be able to more preferentially kill cancer cells,
both in vitro and in vivo, and to improve the balance between the ef-
ficacy and the toxicity of systemic anticancer therapy [3–5].

An important but often neglected property that such second-
generation chemotherapeutics share with their first generation
DNA-damaging counterparts, is that upon intravenous administra-
tion, their pharmacokinetics and their tissue distribution often are

Table 1
Barriers limiting the delivery of i.v. applied anticancer agents to tumors.

Barriers to drug delivery to tumors

Anatomical barriers Physiological barriers Chemical barriers Clinical barriers

Vascular endothelium Renal filtration Low solubility Low efficacy
Perivascular space Hepatic degradation Low stability High toxicity
Cellular membrane High tumor cell density Low molecular weight Need for hospitalization
Nuclear membrane High interstitial fluid pressure Large volume of distribution Frequent administration
Blood brain barrier Drug efflux pumps Charge interactions Low cost-effectiveness

Note that several barriers are inter-related, and that not all barriers apply to all types of (chemo-) therapeutic agents. Table adapted, with permission, from [76].

Fig. 1. Systems and strategies used for drug targeting to tumors. A–E: Drug targeting systems. Liposomes and liposomal bilayers are depicted in gray, polymers and polymer-coatings
in green, linkers allowing for drug release and for sheddable stealth coatings in blue (rectangles), targeting ligands in yellow (arrows), antibodies and antibody fragment in purple,
imaging agents to monitor biodistribution and target site accumulation in orange (suns), and conjugated or entrapped (chemo-) therapeutic agents in red (stars). F–J: Drug targeting
strategies. F: Upon the i.v. injection of a low-molecular-weight chemotherapeutic agent, which is often rapidly cleared from the blood, only low levels of the drug accumulate in
tumors and in tumor cells, while its localization to normal organs and tissues can be relatively high. G: Upon the implementation of a passively targeted drug delivery system, by
means of the EPR effect, the accumulation of the active agent in tumors and in tumor cells can be increased substantially, while its localization to healthy tissues can be attenuated.
H: Active drug targeting to internalization-prone cell surface receptors (over-) expressed by cancer cells generally intends to improve the cellular uptake of nanomedicine formula-
tions, and is particularly useful for the intracellular delivery of otherwise poorly internalized macromolecular drugs, such as DNA and siRNA. I: Active drug targeting to receptors
(over-) expressed by angiogenic endothelial cells on the one hand aims to increase drug delivery to tumor endothelium, thereby eradicating tumor blood vessels and depriving
tumor cells of oxygen and nutrients (I-1). On the other hand, reasoning that tumor endothelial cells are continuously exposed to long-circulating nanomedicines, endothelial cell
targeting can likely also be employed to improve the overal accumulation of chemotherapeutic agents in tumors (I-2). J: Stimuli-sensitive nanomedicines, like Thermodox, can be
activated (i.e. induced to release their contents) by externally applied physical triggers, like hyperthermia, ultrasound, magnetic fields and light. This can be done either after accu-
mulation at the target site (J-1), or while circulating in the tumor vasculature (J-2). Images adapted, with permission, from [10,42].
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reconocidos por las células cancerígenas, como por ejemplo anticuerpos,82 

aptámeros,83 péptidos,84 oligosacáridos,85 o pequeñas moléculas orgánicas.86 

Así algunos ejemplos de receptores sobreexpresados en células cancerígenas 

son el receptor folato (FR), el receptor de la transferrina (TfR), el receptor de 

lectina, el receptor del factor de crecimiento vascular del endotelio (VEGF), el 

receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el receptor de 

la adhesión molecular (CAM), etc.  

 

Uno de los ejemplos más estudiados es el receptor del ácido fólico (RF). 

El RF es una proteína de la superficie celular que se ha utilizado como diana 

para el diagnóstico y terapia del cáncer. El RF facilita la entrada de ácido fólico 

(vitamina B9) que es necesario para el crecimiento celular y la proliferación. El 

RF se encuentra sobreexpresado en una gran variedad de cánceres, con una 

gran frecuencia en carcinoma de ovario y endometrial.87 Es de destacar, que 

aunque se encuentre sobreexpresado en células tumorales, en células sanas 

es poco frecuente. Existen numerosos ejemplos de radiofármacos unidos a 

ácido fólico utilizados con éxito en diagnosis.88 

 
Figura 1.21. Esquema de la posible funcionalización de una partícula portadora de fármacos.89 

  

El segundo gran grupo de tratamientos sistémicos se basan en la 

liberación localmente activada del fármaco tras la exposición a un estímulo 

externo como calor,90 luz,91 cambios de pH,92 ultrasonidos93 o campos 

magnéticos.94 Estos sistemas están diseñados para liberar el fármaco 

conjugado una vez que se ha aplicado cierto estímulo, maximizando el efecto 

farmacológico de forma local, mientras se previene el daño de los tejidos 

sanos. El mayor inconveniente que presenta este tipo de fármacos es que son 
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poco solubles y difíciles de preparar. En algunos casos se ha observado que se 

libera el fármaco antes de la aplicación del estímulo, afectando a células sanas 

y desencadenando efectos secundarios. Existen numerosos ejemplos de este 

tipo de terapias. La terapia fotodinámica (PDT) se basa en el uso de un 

fármaco fotoactivable no tóxico que se activa a una cierta longitud de onda.95 

Tras la activación, reacciona con el oxígeno celular, generando especies 

reactivas de oxígeno (ROS), capaces de oxidar a ácidos nucleicos, lípidos y 

aminoácidos, produciendo la muerte celular. Las moléculas fotosensibles con 

capacidad de acumularse en células cancerígenas comúnmente utilizadas son 

porfirinas, clorinas, ftalocianinas y bacterioclorinas.96 Otro ejemplo de un 

tratamiento localmente activado es la radioinmunoterapia. En este caso, un 

radionucleótido inestable se une a un anticuerpo que lo dirige hasta los 

antígenos sobreexpresados en las células cancerígenas. La emisión de esa 

energía almacenada es la responsable de la muerte celular.97  

 

Por otro lado, las nuevas tecnologías de resolución de imagen han 

evolucionado haciendo posible diagnosticar pequeñas lesiones indetectables 

utilizando métodos tradicionales. Se han sintetizado nuevos compuestos que 

permiten seguir la distribución de una molécula, determinar su mecanismo de 

acción y monitorizar a tiempo real la progresión de la enfermedad. A este 

nuevo concepto de quimioterapia dirigida se le conoce como teragnosis, y se 

refiere a la integración de pruebas de imagen y terapia del cáncer utilizando un 

único fármaco. La combinación de un agente terapéutico con una molécula 

señal en un solo fármaco, y la extrema versatilidad de estos compuestos, 

puede contribuir de forma importante al desarrollo de tratamientos optimizados 

y personalizados. De esta forma, se podría administrar el fármaco adecuado, a 

un paciente en concreto y en el momento preciso.98 

 

Otro tipo de quimioterapia dirigida se basa en el tratamiento intracelular, 

donde la liberación del fármaco se produce dentro del citoplasma de la célula 

cancerígena. A pesar de que los fármacos de pequeño tamaño son capaces de 

atravesar la membrana lipídica de forma natural, en muchos casos la 

membrana plasmática sigue siendo una de las mayores barreras para que los 

fármacos sean efectivos. Los péptidos de inserción celular (cell-penetrating 
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peptides, CPPs) son uno de los vectores más populares y eficientes. Los 

CPPs, con tamaños comprendidos entre 5 a 30 aminoácidos, se utilizan para 

introducir dentro de la célula moléculas tan diversas como ARN de 

silenciamiento (siRNA), ácidos nucleicos (terapia genética), quantum dots, 

agentes terapéuticos de reducido tamaño, proteínas y agentes de contraste. 

Los mecanismos por los que estas moléculas activas entran en el citoplasma 

son la translocación directa a través de la membrana o la endocitosis. La  

ventaja que presentan este tipo de terapias es que la molécula activa es 

liberada directamente en el entorno intracelular, sin que sufra cambios durante 

su transporte, consiguiendo mejorar la eficacia de los tratamientos.84 

 

Particularmente, la química inorgánica ha contribuido al desarrollo de 

nuevos tratamientos quimioterapéuticos dirigidos. Uno de los trabajos más 

citados en bibliografía es el de Meggers y colaboradores.99 En este estudio, se 

aprovecharon las propiedades únicas de los metales de transición en cuanto a 

coordinación y geometrías posibles, como andamio para la síntesis de 

compuestos que imitan a un inhibidor enzimático, la estaurosporina. El 

producto natural estaurosporina es una potente enzima que actúa como 

inhibidor de varias quinasas. Mediante la sustitución del carbohidrato presente 

en la estaurosporina por el ion metálico rutenio, y la introducción de pequeñas 

variaciones estructurales, se han sintetizado varios inhibidores de proteínas 

quinasas (Figura 1.22). Este tipo de inhibidores organometálicos han 

demostrado ser citotóxicos frente a células de melanoma humano.100 

 
Figura 1.22. Mimetismo molecular del inhibidor de la proteína quinasa estaurosporina con 

complejos metálicos octaédricos. En azul está marcado el dominio globular de estos 

compuestos.101 
and hydrogen bonds within the globular ribose binding site.
Thus, staurosporine matches the shape of the ATP binding site
perfectly, which makes it a highly potent, albeit unspecific
inhibitor for protein kinases. This distinctive globular three-
dimensional structure of staurosporine is in contrast to many
synthetic protein kinase inhibitors which mainly fill the adenine
binding site with planar scaffolds and flexible side chains
protruding into other regions of the active site.12
To match the shape of the ATP binding site of protein kinases

in a fashion similar to staurosporine, but with less synthetic
effort and more extended structural options, we replaced the
indolocarbazole alkaloid scaffold with simple metal complexes
in which the main features of the indolocarbazole aglycon are
retained in the metal-chelating pyridocarbazole ligand (high-
lighted in red in Figure 1), thus targeting the metal complexes
1 to the ATP binding site (Figure 1). This places the metal center
within the ribose binding site and gives the opportunity to build
defined globular shapes by assembling ligands around the metal
center. Following this strategy, we recently reported an orga-
noruthenium half-sandwich scaffold for the highly potent
inhibition of glycogen synthase kinase 3 (GSK3).5,6
To quickly scan for the most suitable ligand combination to

fill up the coordination sphere around the ruthenium center, it
would be desirable to have a compound which could serve as
a common precursor for a large and diverse set of metal-
containing compounds of type 1. We here introduce such a metal
complex 2 (Figure 1), which has four leaving groups in addi-
tion to the pyridocarbazole ligand, thus allowing for rapid access
to a diversity of novel structures just by simple ligand
replacement chemistry. On the basis of this concept, we report
the discovery of inhibitors for the protein kinases MSK1, Pim1,
and GSK3R.

Results and Discussion

As our common precursor 2, we synthesized ruthenium com-
plex 3, bearing four leaving groups in addition to the pyridocar-
bazole ligand: three acetonitriles and one chloride (Figure 2).

Starting from the TBS-protected pyridocarbazole 4, cyclom-
etalation with [(benzene)RuCl2]2 at room temperature and in
the presence of 1 equiv of K2CO3 yielded the half-sandwich
complex 5 in 69% yield.13 The benzene was subsequently
replaced by three acetonitrile molecules upon photolysis with
a medium pressure mercury lamp in acetonitrile, yielding com-
plex 6 diastereoselectively in 60% yield.14 Subsequent TBS
deprotection with TBAF yielded the desired precursor complex
3. A crystal structure of the N-benzylated derivative of 3 (Figure
3) reveals the stereochemistry with the chloride being trans to
the indole nitrogen. It is worth noting that all three ruthenium
complexes along this route (5, 6, and 3) are quite robust and
are routinely purified with standard silica gel flash chromatog-
raphy.
With precursor complex 3 in hand, we next investigated

ligand substitution chemistry. The three acetonitrile ligands and
the chloride do not undergo exchange reactions at room
temperature, demonstrating the kinetical inertness of our pyri-
docarbazole-ruthenium scaffold. However, they can be replaced
upon heating of 3 in the presence of ligands at elevated
temperatures of 70-110 °C. For example, reaction of 3 with 2
equiv of 2,2!-bipyridine in ethanol at reflux for 1 h yields the
complex 7 in 93% isolated yield after silica gel chromatography
and precipitation as a hexafluorophosphate salt (Figure 4).
Reaction of 3 with 1 equiv of 1,4,7-triazacyclononane provides
in 74% yield the product 8, in which two acetonitriles and the
chloride are replaced by the tridentate ligand. Similarly, reaction
of 3 with 1 equiv of 1,4,7-trithiacyclononane affords the
analogous product 9 in 50% yield. The remaining acetonitrile
ligand can subsequently be replaced with a variety of ligands,
such as CO (9f10, 79%), cyanide (9f11, 15%), trimethyl
phosphite (9f12, 60%), azide (9f13, 46% from in situ
generated 9), NH3 (9f14, 41%), and DMSO (9f15, 65% from
in situ generated 9), among others. Figure 4 displays a
representative set of metal complexes, which we synthesized

(11) For cocrystal structures of staurosporine with protein kinases, see for
example: (a) Toledo, L. M.; Lydon, N. B. Structure 1997, 5, 1551-1556.
(b) Lawrie, A. M.; Noble, M. E. M.; Tunnah, P.; Brown, N. R.; Johnson,
L. N.; Endicott, J. A. Nat. Struct. Biol. 1997, 4, 796-801. (c) Prade, L.;
Engh, R. A.; Girod, A.; Kinzel, V.; Huber, R.; Bossemeyer, D. Structure
1997, 5, 1627-1637.

(12) For protein kinase inhibitor scaffolds, see: (7) (a) Garcı́a-Echeverrı́a, C.;
Traxler, P.; Evans, D. B. Med. Res. ReV. 2000, 20, 28-57. (b) Bridges, A.
J. Chem. ReV. 2001, 101, 2541-2571.

(13) For the synthesis of pyridocarbazoles, see: Bregman, H.; Williams, D. S.;
Meggers, E. Synthesis 2005, 1521-1527.

(14) Adapted from: Gill, T. P.; Mann, K. R. Organometallics 1982, 1, 485-
488. (b) Freedman, D. A.; Evju, J. K.; Pomije, M. K.; Mann, K. R. Inorg.
Chem. 2001, 40, 5711-5715.

Figure 1. Mimicking the protein kinase inhibitor staurosporine with simple
octahedral metal complexes. Indicated in blue are the globular domains of
these compounds.

Figure 2. Synthesis of the precursor complex 3 for rapid ligand scanning.
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Otro ejemplo de la aplicación de compuestos organometálicos al 

desarrollo de nuevos fármacos inteligentes, es el trabajo desarrollado por 

Jaouen y colaboradores en la síntesis de derivados de tamoxifeno (Figura 

1.23). El tamoxifeno es un modulador selectivo de los receptores de estrógeno, 

y se utiliza como adyuvante en la terapia contra el cáncer de mama. Su 

mecanismo de acción se basa en su efecto antiestrogénico, bloqueando la 

estimulación del desarrollo de las células tumorales. Jaouen y colaboradores 

han desarrollado una gran variedad de compuestos organometálicos (Pt, Tc, Ti, 

Mn, Fe, Ru y Re) vectorizados con ligando tamoxifeno, y se han obtenido 

buenos resultados en el tratamiento de líneas celulares cancerígenas 

estrógeno dependientes, como el cáncer de mama.102 

 
Figura 1.23. Estructuras del hidroxitamoxifeno y su derivado ferrocifeno 

 

Como ha quedado demostrado, los centros metálicos juegan un papel 

fundamental en la estructura de diferentes biomoléculas. En concreto, el zinc 

es un metal esencial en sistemas biológicos, que desarrolla un papel 

fundamental en la organización de los dominios peptídicos de algunas 

proteínas esenciales. Estas proteínas reciben el nombre de dedos de zinc (zinc 

fingers, ZF). Las ZF se han definido como una nueva diana para el tratamiento 

del cáncer, ya que juegan un papel importante en funciones como la reparación 

del ADN, reconocimiento, transcripción, replicación, apoptosis y en el 

metabolismo en general. Se han desarrollado compuestos de coordinación (de 

Pt y Au) que afectan a la conformación de las ZF, ya sea por la sustitución del 

ion metálico zinc o por estrés oxidativo.88 

 

 

 

non-covalently with DNA, i.e. in a manner more similar to that of
ethidium bromide than of cisplatin. By virtue of this DNA-specific
design, they might have lower toxic side-effects compared to
cisplatin because of their decreased reactivity with other biological
molecules.

There are different levels of sophistication in the design of
structural metal compounds.

In the simplest examples of structural compounds, the metal
is just an inert modifier of the organic backbone of a bio-active
molecule, i.e. of an already established drug (see also below the
section on metal as carriers). Ferroquine, the ferrocenyl analogue
of chloroquine (Fig. 7)—an established antimalarial drug—is
one of the most well-known and successful examples of this
approach.38 Ferroquine is active also against chloroquine-resistant
strains.

Fig. 7 Schematic structures of chloroquine and ferroquine.

However, the group of Jaouen evidenced that the introduction of
a metal fragment in an organic frame may also lead to unexpected
results. Tamoxifen, an estrogen receptor (ER) modulator, is a
potent organic chemotherapeutic agent for the treatment of ER+
breast tumours (through its active metabolite hydroxytamoxifen,
Fig. 8). Breast tumours that lack the estrogen receptor (ER-) are
not affected by this drug. The modification of this molecule by
the introduction of a ferrocene fragment (Cp2Fe) led to ferrocifen
(Fig. 8), which, surprisingly, proved to be cytotoxic against both
ER(+) and ER(-) breast cancer cells.39

Fig. 8 Schematic structures of hydroxytamoxifen and ferrocifen.

Thus, in this case the ferrocene fragment is not an innocent
modifier of the backbone of the organic drug, but introduced
an unexpected mechanism of action in addition to the binding
of the organic molecule to the ER receptor. Jaouen and co-
workers showed that the antiproliferative activity of ferrocifen
against ER(-) cell lines depends on a series of redox processes that
originate from the oxidation of the ferrocene fragment and require
the presence of a para-hydroxy substituent on the phenyl ring trans
to it conferring an ability to generate reactive oxygen species in the
cell.40 Further support for this hypothesis came from the finding
that the structurally-similar ruthenocene adduct of ferrocifen has

antiproliferative action against ER(+), but not against ER(-)
breast cancer cells.41 In general, the formal replacement of a metal
center with the heavier homologs of the same group (e.g. Fe with
Ru or Os) leads to complexes that are isostructural, with moderate
changes of the geometrical parameters (in particular between 2nd
and 3rd row), but that differ significantly in the kinetics (heavier
metals are substitutionally more inert) and redox properties. Thus,
if a redox reaction is involved, replacement of Fe with Ru is
anticipated to lead to significant differences.

In more sophisticated structural compounds, the metal frag-
ment is not just an appendix—even though not always innocent—
of an active organic backbone. The metal center, not involved in
any direct interaction with the bio-target, is a scaffold with the
function of organizing the ligands in the three-dimensional space
yielding a structure that has stereo-electronic complementarity
with the active site of the bio-target. The concepts applied here are
those typical of supramolecular chemistry: the metal compound
defines a portion of space with a precise geometry and it is expected
to give non-covalent interactions with the target (e.g. Coulombic
interactions, hydrogen bonding, p–p stacking (intercalation), etc.).

The group of Meggers reported that the inert ruthenium
organometallic compound 1 (Fig. 9) is a potent and selective
inhibitor, at nanomolar concentrations, of certain protein kinases
(GSK-3, Pim-1) that are involved in the control of cellular signal
transduction pathways.42 Most relevantly, compound 1 was found
to induce apoptosis in some melanoma cell lines, at least in part
caused by the inhibition of glycogen synthase kinase 3b.43 The
ruthenium compound 1 was designed to mimic, from the structural
and electronic point of view, staurosporine (Fig. 9), the natural
inhibitor of protein kinases.43

Fig. 9 Schematic structures of compound 1 and of staurosporine.

In particular, the pyridocarbazole ligand mimics the hydrogen-
bonding pattern of the planar part of staurosporine, essential
for docking the molecule in the ATP-binding site, whereas the
[Ru(Cp)(CO)] fragment mimics the globular carbohydrate moiety.
The X-ray structure of the ruthenium inhibitor bound to the
ATP-binding site of the protein kinase Pim-1 showed that, as
anticipated, the metal center (whose coordination sphere is intact)
is not involved in any direct interaction with the active site.
Also the organometallic fragment of the compound, beside the
pyridocarbazole moiety, plays a positive role, being involved in
close contacts with the active site of the enzyme.44 Interestingly in
this case, contrary to what is described above for ferrocifen, the
replacement of Ru with Os led to no significant difference in the
activity of the compound, supporting the hypothesis that no redox
process is involved in the mechanism of action.45

These X-ray structures demonstrate that the inert metal center
(either Ru or Os) has solely a structural role in organizing the
ligands in the three-dimensional space, thus affording comple-
mentarity with the receptor site.

7592 | Dalton Trans., 2009, 7588–7598 This journal is © The Royal Society of Chemistry 2009
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1.3.2 Liberación controlada de fármacos 

 

Actualmente, existen una gran variedad de fármacos con actividad 

anticancerígena. Sin embargo, en muchos casos su efectividad se ve limitada 

por su rápida biodegradación y eliminación del organismo. Además, muchos 

compuestos bioactivos poseen una baja solubilidad en medio acuoso, debido a 

su elevado peso molecular y/o a la presencia de grupos hidrofóbicos, por lo que 

son reconocidos y eliminados rápidamente por el sistema inmune.103 Por lo 

tanto, la administración de estas moléculas bioactivas en pacientes requiere el 

desarrollo de métodos que consigan su transporte y liberación en medio 

fisiológico de forma específica, prolongada y a un ritmo controlado. El diseño 

de nuevas moléculas activas y tratamientos inteligentes ha dado lugar al 

desarrollo de agentes portadores no tóxicos, es decir, lo que se conoce como 

sistemas de liberación controlada de fármacos (DDS, drug-delivery systems). 

Un sistema de liberación controlada de fármacos se puede describir como una 

formulación que controla la dosis y el periodo de liberación de la molécula 

activa o fármaco, y su acción en una zona concreta del cuerpo. En 

contraposición a las terapias tradicionales, donde se muestra una curva de 

concentración del fármaco en el organismo en forma de sierra, los sistemas de 

liberación controlada de fármacos están diseñados para mantener los niveles 

terapéuticos durante el tratamiento, lo que permite aumentar su actividad y 

disminuir su toxicidad (Figura 1.24).104 Hay muchos factores que determinan la 

dosis y el ritmo de liberación apropiado de un fármaco (ej. las características 

del propio paciente, la biodisponibilidad del fármaco, la duración del 

tratamiento, etc.). Teniendo en cuenta estos factores, para sistemas de 

liberación controlada de fármacos de administración oral, se requieren matrices 

para una administración diaria. En este caso, se asume que la liberación del 

fármaco sigue una cinética de orden cero, por lo que la cantidad del mismo 

incorporada debe ser la indicada para cada tratamiento diario. Sin embargo, en 

implantes de sistemas de liberación controlada de fármacos de larga duración 

debe considerarse que la biodisponibilidad del medicamento es generalmente 

mayor que en la administración oral, y que la liberación del medicamento debe 

durar varios días o incluso semanas. 
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Figura 1.24. Concentración de fármaco en sangre tras la administración tradicional de dosis 

secuenciales (Ax). Representado con guiones (B), curva ideal para un sistema de liberación 

controlada de fármacos.105 

 

El diseño racional de sistemas de liberación controlada debe tener en 

cuenta el entorno fisiológico donde se va a administrar el fármaco concreto. 

Estos sistemas ofrecen un grado de libertad significativo en la elección del 

modo de administración. Mientras que muchas formulaciones tradicionales 

deben inyectarse o ingerirse, los sistemas de liberación controlada pueden 

encontrase en forma de parches, cremas, implantes, etc. Gracias a ello, han 

aparecido nuevas rutas de administración de fármacos: a través de las 

membranas nasales, de las membranas mucosas bucales, a través del ojo, de 

la piel, entre otras.106  

 

En los últimos años, ha habido un crecimiento exponencial en el estudio 

y desarrollo de sistemas de liberación controlada (Figura 1.25). En la actualidad 

existen numerosos sistemas DDS, cada uno con diferentes propiedades, 

ventajas e inconvenientes. Los liposomas fueron los primeros sistemas 

descritos como posibles portadores de fármacos.107 Su forma esférica y 

pequeño tamaño, normalmente entre 25-250 nm, proporciona una buena 

plataforma para conseguir una circulación prologada del fármaco, aumentando 

su acumulación en tumores mediante el efecto EPR. La naturaleza química de 

los liposomas, con un centro acuoso rodeado de una membrana bilipídica, los 

hace portadores ideales de fármacos con diferente solubilidad (Figura 1.26A). 

Así, los fármacos hidrofóbicos se encapsulan en el centro acuoso, mientras que 

los hidrofílicos pueden situarse en la membrana.108 En liposomas 
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or a heterogeneous non-porous polymeric material or
a microporous or semipermeable membrane. The
encapsulation of drug formulation inside the reservoir
compartment can be accomplished by molding, cap-
sulation, microencapsulation, or other techniques.
Different shapes and sizes of drug delivery systems
can be fabricated (Fig. 3).

The release of drug from this type of CrDDSs
should be at a constant rate (Q/t), which is defined
by the following general equation:

Q

t
¼

Km=rKa=mDdDm

Km=rDmhd þ Ka=mDdhm
CR ð1Þ

where Km/r and Ka/m are, respectively, the partition-
coefficients for the interfacial partitioning of drug
molecules from the reservoir to the membrane and
from the membrane to the aqueous diffusion layer;

Dm, and Dd are, respectively, the diffusion coefficients
in the rate-controlling membrane with a thickness of
hm, and in the aqueous diffusion layer with a thickness
of hd. For microporous membrane, the porosity, and
tortuosity of the pores in the membrane should be
included in the estimation of Dm and hm. CR is the drug
concentration in the reservoir compartment.

The release of drug molecules from this type of
CrDDS is controlled at a preprogrammed rate by mod-
ulating the partition coefficient and the diffusivity of
drug molecule and the rate-controlling membrane
and the thickness of the membrane. Several CrDDSs
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Fig. 1 Drug concentration profiles in the systemic circu-
lation as a result of taking a series of multiple doses of a con-
ventional drug-delivery system (A1, A2, . . . ) in comparison
with the ideal drug concentration profile (B). (Adapted from
Ref.[6].)
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multilaminares, los fármacos hidrofílicos pueden estar encapsulados en el 

centro del liposoma y/o en el espacio acuoso entre las láminas. Las 

nanopartículas sólidas basadas en lípidos son otro tipo de liposomas que 

presentan estructuras rígidas estabilizadas por medio de surfactantes, y han 

demostrado buenos resultados en el transporte de fármacos al cerebro (Figura 

1.26B).109 El primer sistema de liberación controlada aprobado para su uso 

clínico es el Doxil®. Este sistema se basa en el uso de liposomas cubiertos con 

polietilenglicol (PEG) para la encapsulación del fármaco anticancerígeno 

doxorrubicina. Doxil® es seis veces más efectivo que el fármaco libre, 

aumentando el tiempo de circulación y la acumulación de la doxorrubicina en la 

zona tumoral, gracias a la lenta liberación de dicho fármaco. Además, presenta 

una potente actividad antineoplásica frente a una gran variedad de cánceres, 

incluyendo el sarcoma de Kaposi y el cáncer de ovario. A pesar del éxito de los 

liposomas como portadores de fármacos, presentan limitaciones en cuanto a la 

estabilidad en medio biológico y en los perfiles de liberación in vivo.110 

 
Figura 1.25. Escala temporal del desarrollo de los sistemas de liberación controlada. Se 

muestran los descubrimientos más importantes a través de la historia de los sistemas DDS. 

 

Los polímeros son otro tipo de sistemas de liberación controlada que se 

han estudiado. Existe una gran variedad de polímeros con aplicaciones 

biológicas, por lo que su clasificación resulta difícil (Figura 1.26C). De forma 

general, existen dos tipos de sistemas DDS basados en polímeros; los 

polímeros coloidales, donde el polímero encapsula al fármaco, y los polímeros 

conjugados, donde el fármaco se une covalentemente al polímero. Los 
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polímeros tienen un diámetro entre 10 y 1000 nm, y pueden estar formados por 

una gran variedad de polímeros biodegradables (ej. albúmina, quitosano, 

alginato) o no biodegradables.111 En la última década, se ha aprobado por la 

Agencia de alimentos y medicamentos, FDA (Food and Drug Administration), el 

uso de sistemas poliméricos biodegradables como PLA (ácido poliláctico) y 

PLGA (ácido poliláctico-co-glicólico) para el uso humano.112 

 
Figura 1.25. Representación esquemática de los sistemas de liberación de fármacos más 

estudiados: A) Liposomas unilaminares o multilaminares. B) Nanopartículas sólidas basadas en 

lípidos estabilizadas por medio de surfactantes. C) Polímero conjugado con fármacos y 

polímeros coloidales o polimerosomas (uni y multilaminares). D) Dendrímeros muy ramificados 

con numerosos grupos terminales. E) Micelas poliméricas coloidales.109 

 

Por otro lado, los dendrímeros son otro tipo importante de sistemas de 

encapsulación de fármacos debido a que presentan una arquitectura y unas 

características macromoleculares únicas. Se trata de macromoléculas esféricas 

sintéticas que presentan muchas ramificaciones y un diámetro entre 5-200 nm. 

Un dendrímero consiste en un centro iniciador, muy ramificado con unidades 

que se repiten, y con múltiples grupos terminales (Figura 1.26D). La 

arquitectura de los dendrímeros permite, en una misma estructura encapsular 

the carrier surface make lipid-based nanoparticle systems a
favorable nanoparticle drug delivery system.

Protein-based nanoparticles
Protein-based nanoparticles are composed primarily of
proteins, either natural or synthesized. Examples include
elastin-like polypeptides,13 albumin,35 gelatin,14 and silk
fibroin.36 Particle size can vary depending upon several
factors such as aggregation, swelling, and binding of serum
proteins following administration. Aggregation occurs

because of misfolding of proteins, often leading to increased
apparent particle sizes. Cross-linking the proteins can pre-
vent future changes in size due to swelling.37 The location
of charged amino acids on the surface can cause binding of
serum proteins upon administration, which can be modu-
lated by altering the amino acid composition or covalently
binding a layer to neutralize the charge.8

Surface modification of protein nanoparticles is facili-
tated by the introduction of different chemical groups
including hydroxyls, sulfhydryls, and thiols that can be used

FIGURE 1. Schematic representation of bio-inspired nanoparticle structures. (A) Liposomes can form uni-lamellar or multi-lamellar structures.
Hydrophobic drugs can be incorporated within the membrane, and hydrophilic drugs can be incorporated into the inner compartment. The sur-
face of liposomes can be modified with poly(ethylene glycol) to create targeted or stealth liposomes. (B) Solid lipid nanoparticles contain a solid
lipid core stabilized by surfactants. The core incorporates hydrophobic drugs and the surface can be modified with targeting agents. (C) Protein
nanoparticles can form aggregated structures due to protein folding. Both hydrophobic and hydrophilic drugs can be loaded by covalent or
chemical bonding. The surface can be modified to attach targeting agents to the surface. (D) Polysaccharide nanoparticles assemble into semi-
solid hydrated spheres. Drugs are loaded during particle preparation. Surface modifications allow targeting while cross-linking preserves the
structural integrity of the nanoparticles. (E) Viral nanoparticles can be formed by cleaving the capsid portion of the virus and modifying the sur-
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environments, the core is formed by aggregation of the
hydrophobic segments of the polymer, while the shell
region is formed through association of the hydrophilic
segments of the polymer.61 Micelles typically have a nar-
row size distribution and have the capacity to make hydro-
phobic drugs more soluble, making their formulation for
delivery much easier.62 These structures often assume a
spherical shape and generally exhibit high colloidal
stability.63

Micelles can be used to deliver hydrophobic therapeutic
agents, hydrophilic therapeutic agents, or a combination of
both.51 Binding PEG or a similar polymer to the hydrophilic
shell extends the circulation time of the micelles, allowing
greater accumulation at the desired target site.64 Surface
modifications allow the binding of targeting agents or
additional drug molecules.65 Uptake occurs through phago-
cytosis, pinocytosis, or receptor-mediated endocytosis if a
targeting agent is used.66 Clearance occurs through the

FIGURE 2. Schematic representation of synthetic nanoparticle structures. (A) Dendrimer structure represented by poly(amido amine). The preva-
lence of amine groups allows for modification to add drugs, cross-links, or targeting agents within the structure. (B) Polymersomes are structur-
ally similar to liposomes in that they can form uni-lamellar or multi-lamellar structures. Depending upon the polymers selected, the membrane
can be loaded with hydrophobic drugs, and the inner compartments can be loaded with hydrophilic drugs. The surface can be modified to add
targeting agents. (C) Micelle structure in aqueous solution—special sub-class of polymersomes. Hydrophilic head groups orient to form the
outer shell, while hydrophobic tail groups aggregate together to form the inner core. Hydrophilic drugs can interact with the shell, while hydro-
phobic drugs are loaded into the core. The outer shell can be modified to enhance circulation and targeting. (D) Polymer–drug conjugates are
made from a polymer backbone and loaded with drugs either by direct conjugation to the polymer chain or through physical interactions. Drugs
can be hydrophobic or hydrophilic depending upon the carrier polymer. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at
wileyonlinelibrary.com.]
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the carrier surface make lipid-based nanoparticle systems a
favorable nanoparticle drug delivery system.

Protein-based nanoparticles
Protein-based nanoparticles are composed primarily of
proteins, either natural or synthesized. Examples include
elastin-like polypeptides,13 albumin,35 gelatin,14 and silk
fibroin.36 Particle size can vary depending upon several
factors such as aggregation, swelling, and binding of serum
proteins following administration. Aggregation occurs

because of misfolding of proteins, often leading to increased
apparent particle sizes. Cross-linking the proteins can pre-
vent future changes in size due to swelling.37 The location
of charged amino acids on the surface can cause binding of
serum proteins upon administration, which can be modu-
lated by altering the amino acid composition or covalently
binding a layer to neutralize the charge.8

Surface modification of protein nanoparticles is facili-
tated by the introduction of different chemical groups
including hydroxyls, sulfhydryls, and thiols that can be used

FIGURE 1. Schematic representation of bio-inspired nanoparticle structures. (A) Liposomes can form uni-lamellar or multi-lamellar structures.
Hydrophobic drugs can be incorporated within the membrane, and hydrophilic drugs can be incorporated into the inner compartment. The sur-
face of liposomes can be modified with poly(ethylene glycol) to create targeted or stealth liposomes. (B) Solid lipid nanoparticles contain a solid
lipid core stabilized by surfactants. The core incorporates hydrophobic drugs and the surface can be modified with targeting agents. (C) Protein
nanoparticles can form aggregated structures due to protein folding. Both hydrophobic and hydrophilic drugs can be loaded by covalent or
chemical bonding. The surface can be modified to attach targeting agents to the surface. (D) Polysaccharide nanoparticles assemble into semi-
solid hydrated spheres. Drugs are loaded during particle preparation. Surface modifications allow targeting while cross-linking preserves the
structural integrity of the nanoparticles. (E) Viral nanoparticles can be formed by cleaving the capsid portion of the virus and modifying the sur-
face to add targeting agents. Drugs can be loaded into the core or bound to the surface. [Color figure can be viewed in the online issue, which
is available at wileyonlinelibrary.com.]
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una molécula bioactiva, un agente de diagnosis y un motivo molecular capaz de 

reconocer a las células tumorales. En un estudio comparativo, el dendrímero 

biodegradable basado en el poliéster ácido 2,2-bis(hidroximetil)propanoico ha 

demostrado tener una eficacia similar al Doxil® frente a una línea celular de 

carcinoma de colon.79 Los dendrímeros presentan muchas características 

atractivas, que incluyen, por ejemplo, un control preciso en la arquitectura y 

tamaño de las partículas y la disponibilidad de múltiples centros reactivos 

donde unir fármacos, entre otros. Sin embargo, existen algunos inconvenientes 

acerca de su toxicidad, ya que normalmente están formados por materiales que 

no son biodegradables, y que pueden acumularse en los tejidos biológicos.113 

 

Asimismo, las micelas poliméricas son otro tipo de sistemas de 

liberación controlada de fármacos de naturaleza coloidal, con un diámetro entre 

los 5-100 nm. Las micelas están constituidas por motivos anfifílicos, con una 

cabeza hidrofílica y una cola hidrófoba (Figura 1.26E). Las micelas son 

estructuras monodispersas, que pueden transportar fármacos hidrofóbicos, 

hidrofílicos o una combinación de ambos. Además, se han descrito micelas 

capaces de almacenar y liberar gases con fines terapéuticos.114 Sin embargo, 

son estructuras muy dinámicas e inestables ya que en sistemas naturales 

presentan una elevada tasa de intercambio de monómeros.115  

 

Por otro lado, algunos materiales inorgánicos porosos clásicos, tales 

como zeolitas, sílices mesoporosas y materiales carbonosos, se han 

investigado como sistemas de liberación de fármacos. Estos materiales 

porosos se caracterizan por poseer una alta relación superficie/masa por lo que 

potencialmente presentan una gran habilidad para alojar agentes terapéuticos 

en sus cavidades. Las zeolitas son aluminosilicatos con elevada área 

superficial y porosidad permanente que, gracias a estas propiedades 

superficiales, se han investigado como agentes para la liberación controlada de 

fármacos. El grado de hidrofobicidad de sus cavidades se puede controlar 

ajustando el ratio Si/Al de la red, según las características del fármaco que se 

quiera encapsular. Existen pocos estudios de la aplicación de las zeolitas como 

sistemas de liberación controlada de fármacos. Algunos ejemplos son la 

aplicación de la zeolita ! (BEA) para la liberación de salbutamol y teofilina, o la 
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zeolita natural clinoptilolita para la liberación de sulfametoxazol y 

metronidazol.116 Las sílices mesoporosas se caracterizan por presentar un 

diámetro de partícula entre 50 y 300 nm, además de una gran área superficial y 

un tamaño de poro entre 3 y 6 nm. La primera sílice mesoporosa descrita como 

sistema de liberación controlada de fármacos es la MCM-41.117 Desde 

entonces, numerosas sílices mesoporosas han sido descritas como potenciales 

agentes de liberación controlada de fármacos. La morfología y el tamaño de 

poro en las sílices mesoporosas son características determinantes a la hora de 

elegir la molécula que va a ser adsorbida. Por otra parte, la máxima capacidad 

de adsorción dependerá de la superficie específica y del volumen de poro. 

Además, gracias a la presencia de grupos silanol, las paredes internas del poro 

pueden funcionalizarse con una gran variedad de especies químicas, 

aumentando así la fortaleza de la interacción de la matriz porosa con 

determinados huéspedes. Todas estas características mencionadas, hacen de 

las sílices mesoporosas buenos candidatos para la adsorción y transporte de 

fármacos con diferentes propiedades químicas.118 Además, es posible diseñar 

sílices mesoporosas provistas de un “tapón” que cierra la entrada del poro, de 

forma que se evita la liberación prematura del fármaco. Cuando se aplica un 

estímulo externo (cambio de pH, temperatura, ultrasonidos, luz, etc.), el tapón 

se abre y las moléculas bioactivas almacenadas se liberan (Figura 1.27).119 Sin 

embargo, algunas de estas sílices muestran una baja capacidad de adsorción 

del compuesto activo, lo que conlleva una pobre carga (normalmente del 5% en 

peso) y/o una rápida liberación de la misma debido a que, en la mayoría de los 

casos, su interacción con la superficie de la matriz porosa es muy débil. Por 

último, también existen sistemas de liberación controlada de fármacos basados 

en materiales carbonosos: fullerenos y nanotubos de carbono (Figura 1.28F). 

Los fullerenos, con un diámetro cercano a 1 nm, son los portadores más 

pequeños. Los nanotubos pueden ser de tipo monocapa o estar formados por 

una serie de tubos concéntricos (de 2 a 10 capas), y presentan un diámetro 

entre 1 y 10 nm, dependiendo del número de capas. Por ejemplo, estos 

transportadores se han ensayado para la liberación controlada de compuestos 

de Pt(IV) como c,c,t-[Pt(NH2)Cl2(OEt)(O2CH2CH2CO2H)] o el fármaco comercial 

doxorrubicina.120 
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Figura 1.27. Representación esquemática del proceso de encapsulación y liberación de 

fármacos en una sílice mesoporosa. La aplicación de un estímulo externo provoca la 

eliminación de los tapones y la liberación del fármaco almacenado. 

 

Además de estos sistemas de liberación controlada clásicos, existen 

otros tipos más novedosos (Figura 1.28). Los sistemas portadores basados en 

proteínas son sistemas biocompatibles que se presentan como una alternativa 

para la administración de fármacos de gran toxicidad (Figura 1.28A).121 Los 

sistemas basados en polisacáridos se caracterizan por ser estructuras muy 

hidrófobas que permiten una fácil funcionalización mediante reacciones 

químicas sencillas (Figura 1.28B).122 Los sistemas de transporte de moléculas 

activas derivados de virus son muy eficaces en procesos de transfección 

(normalmente > 90%), con potencial aplicación en terapia genética o en el 

trasporte de oligonucleótidos (Figura 1.28C).123 Las nanopartículas metálicas 

de Au, Ag y Pt, son otro tipo de sistemas de liberación controlada de fármacos 

muy utilizados (Figura 1.28D). Por ejemplo, las nanopartículas de Au son 

particularmente interesantes como reserva de fármacos ya que son capaces de 

unirse a un gran número de moléculas (teragnosis, terapias combinadas, 

etc.).124 Los quatum dots son un tipo de partículas compuestas normalmente 

por materiales semiconductores, como el óxido de zinc, el sulfito de cadmio, y 

teluluro de cadmio, con un tamaño comprendido entre los 2.5 y 100 nm (Figura 

1.28E). Los quantum dots son especialmente útiles en terapia de imagen, ya 

que al conjugarlos con ligandos directores, como anticuerpos, e irradiarlos a 

cierta longitud de onda, es posible localizar de forma precisa las células 

tumorales.125  

2.1. pH-Responsive gatekeepers

The use of pH as a release trigger in stimuli-responsive release
systems is based on the fact that certain tissues of the body,
such as tumours and inflammatory tissues (pH ≈ 6.8), as well
as endosomal and lysosomal cell compartments (pH ≈ 5.5),
have a more acidic pH than blood or healthy tissues (pH ≈
7.4).76 To achieve successful pH-responsive delivery systems
the carrier must be stable at physiological (pH ≈ 7.4), but
release its loaded cargo in acidic environments. Considering
these concepts, Park et al. reported the pH-controlled release
of guest molecules entrapped into the pores of MSNPs that
were blocked by the surface-grafted pH-responsive poly-
ethyleneimine/cyclodextrin (PEI/CD) polypseudorotaxane.77

The mesopores of PEI-modified MSNPs were filled with a guest
molecule (calcein) and then blocked with CD at pH 11. At pH
5.5, the calcein molecules were released from the pores by the
reversible dethreading of CDs from the PEI chain.

The group of Prof. Zink has deeply investigated the poten-
tial applications of CDs in the development of pH-sensitive
nanovalves.2,13 Thus, in 2009 the group reported a new cate-
gory of mechanized NPs consisting of hollow MSNPs capped
by supramolecular machines based on CDs.78 These authors
prepared pH-responsive nanovalves controlled by a supramole-
cular system containing α-CD rings interacting by hydrogen
bonds with anilinoalkane stalks that were tethered to the silica
surface. When the α-CD rings were complexed with the stalk at
neutral pH, the α-CD rings were located near the nanopore
openings blocking departure of cargo molecules that were
loaded in the nanopores and hollow interior of the particle.
When the nitrogen atoms on the aniline residues were proto-
nated at lower pH, the binding affinities between the α-CD
rings and the stalks decreased, releasing the α-CD and allow-
ing the cargo molecules to escape. The same research group
also reported a system based on the function of β-CD

nanovalves that were also responsive to the endosomal acidifi-
cation.79 In some recent works, this group investigated the
opposite recognition, i.e. the β-CD rings were immobilized and
the stalks were removable. In this case, the removable rhod-
amine B/benzidine stalks acted as nanopistons and moved in
and out of the cylindrical cavities provided by the β-CD rings
in response to changes in pH.80

A different approach consisted of the introduction of nano-
caps tethered to the mesopore entrances of MSNPs through
acid-cleavable chemical bonds. Thus, Au81 and Fe3O4

82 nano-
particles have been used as blocking caps to control the trans-
port of cargo from mesoporous silica through a reversible
pH-dependent boronate ester bond, which is hydrolysed under
acid pH. An acid-labile acetal linker has been also reported as
pH-responsive nanogated ensemble by capping the pores of
MSNPs with Au nanoparticles through the formation of these
pH-sensitive bonds.83

Recently, Chen et al. developed an imaginative pH-respon-
sive release system based on DNA nanoswitch-controlled
organization of Au NPs attached to MSNPs.84 In this system,
the hybridization and dehybridization of DNA between strands
1 and 2 were controlled by adjusting the pH of aqueous media.
This structural transformation allows opening and closing the
mesopore openings, leading to the controlled release of loaded
molecules from pore voids at acid conditions.

Another strategy consisted of using polymers as pH-respon-
sive gatekeepers. For instance, the grafting poly(4-vinyl pyri-
dine) on the mesoporous silica surface creates a nanoshell
that acts as a pH-sensitive barrier controlling the release of the
molecules trapped inside the pores.85 Poly(acrylic acid) (PAA)-
grafted MSNPs have also been prepared, demonstrating that
the drug release rate was pH-dependent and increased with
the decrease of pH.86,87 Sun et al. have recently developed pH-
responsive nanodevices consisting of MSNPs poly(2-(diethyl-
amino)ethyl methacrylate) (PDEAEMA) grafted to MSNPs.88

2.2. Temperature-responsive gatekeepers

Temperature is another internal stimulus that can be used to
trigger the delivery of molecules from MSNPs. For instance, it
has been revealed that the local temperature in many tumours
is slightly higher than normal body temperature. Therefore, a
temperature-responsive delivery system able to release its
payload only at temperatures higher than 37 °C, but preserving
the drugs entrapped while in circulation is required. The
attachment of thermo-sensitive polymers, such as poly(N-
isopropylacrylamide) (PNIPAM) and its derivatives, onto the
surface of MSNPs is used in the design of thermo-responsive
release systems and it has been reported in the recent
years89–92 that PNIPAM changes its molecular chain confor-
mation in response to temperature in aqueous environ-
ments.93 Thus, the molecular chains of PNIPAM are hydrated
below the lower critical solution temperature (LCST) of 32 °C,
resulting in an extended chain conformation that prevents the
departure of the drugs loaded inside the mesopore channels.
Increasing the temperature above the LCST dehydrates the
polymer chains, resulting in a collapsed conformation, pore

Fig. 2 A schematic representation of the different steps involved in the per-
formance of MSNPs as stimuli-responsive drug delivery devices. Firstly, drug is
loaded into the mesopore channels. The pore openings are then closed using
nanocaps to prevent premature drug departure. Finally, the application of a
stimulus provokes the removing of the gatekeepers allowing the release of the
entrapped drug.
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Figura 1.28. Representación esquemática de los sistemas de liberación de fármacos más 

novedosos. A) Sistemas de liberación de fármacos basados en proteínas. B) Sistemas de 

liberación de fármacos basados en polisacáridos. C) Sistemas de liberación de fármacos 

derivados de virus. D) Nanopartículas metálicas. E) Quantum dots. F) Sistemas de liberación 

de fármacos basados en carbono (fullerenos y nanotubos).109 

 

Por otro lado, se ha demostrado que el uso de “nanotransportadores” 

mejora la eficacia en la liberación, dirección y protección del fármaco 

encapsulado hasta la diana deseada. El tiempo de circulación de los sistemas 

DDS en el organismo viene determinado por su tamaño, la tasa de eliminación 

a través de la excreción renal y la interacción con el sistema retículo endotelial 

(RES). Mientras las partículas pequeñas son eliminadas fácilmente por los 

riñones, las partículas demasiado grandes son eliminadas por el RES. La 

eliminación de los portadores de fármacos por el RES reduce su 

biodisponibilidad. De forma general, se considera que los sistemas de 

liberación controlada con un diámetro menor que 200 nm son más eficientes en 

la extravasación hacia el tumor (Figura 1.29).126  

the carrier surface make lipid-based nanoparticle systems a
favorable nanoparticle drug delivery system.

Protein-based nanoparticles
Protein-based nanoparticles are composed primarily of
proteins, either natural or synthesized. Examples include
elastin-like polypeptides,13 albumin,35 gelatin,14 and silk
fibroin.36 Particle size can vary depending upon several
factors such as aggregation, swelling, and binding of serum
proteins following administration. Aggregation occurs

because of misfolding of proteins, often leading to increased
apparent particle sizes. Cross-linking the proteins can pre-
vent future changes in size due to swelling.37 The location
of charged amino acids on the surface can cause binding of
serum proteins upon administration, which can be modu-
lated by altering the amino acid composition or covalently
binding a layer to neutralize the charge.8

Surface modification of protein nanoparticles is facili-
tated by the introduction of different chemical groups
including hydroxyls, sulfhydryls, and thiols that can be used

FIGURE 1. Schematic representation of bio-inspired nanoparticle structures. (A) Liposomes can form uni-lamellar or multi-lamellar structures.
Hydrophobic drugs can be incorporated within the membrane, and hydrophilic drugs can be incorporated into the inner compartment. The sur-
face of liposomes can be modified with poly(ethylene glycol) to create targeted or stealth liposomes. (B) Solid lipid nanoparticles contain a solid
lipid core stabilized by surfactants. The core incorporates hydrophobic drugs and the surface can be modified with targeting agents. (C) Protein
nanoparticles can form aggregated structures due to protein folding. Both hydrophobic and hydrophilic drugs can be loaded by covalent or
chemical bonding. The surface can be modified to attach targeting agents to the surface. (D) Polysaccharide nanoparticles assemble into semi-
solid hydrated spheres. Drugs are loaded during particle preparation. Surface modifications allow targeting while cross-linking preserves the
structural integrity of the nanoparticles. (E) Viral nanoparticles can be formed by cleaving the capsid portion of the virus and modifying the sur-
face to add targeting agents. Drugs can be loaded into the core or bound to the surface. [Color figure can be viewed in the online issue, which
is available at wileyonlinelibrary.com.]
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systems have several characteristics that differ from bio-
inspired or synthetic nanoparticle systems. One property
that sets them apart from polymer-based systems is the
extended time period required for degradation, which can
be useful for long-term controlled-release applications.82,86

Another such property is the structural rigidity of ceramics,
which prevents swelling and therefore reduces initial burst
drug release in aqueous environments, a frequent phenom-
enon with natural and synthetic polymer-based nanoparticle
systems.42,86 The most unique advantage of this class is

their capacity for being endowed with characteristics such
as magnetism, optical properties such as electrolumines-
cence, dielectric properties, and other useful features not of-
ten available with nanoparticle systems made from poly-
mers or metals.87 This allows controlled on–off drug release
by applying magnetic fields, or ultrasonic energy. Uptake
occurs by endocytosis or pinocytosis, and clearance depends
upon the intention of the nanoparticles.86 For bone applica-
tions, the particles are often incorporated into the regener-
ated bone structure and thus never cleared.87

FIGURE 3. Schematic representation of inorganic nanoparticle structures. (A) Metallic nanoparticles have a solid particle as the core, with sur-
face modifications to bind drugs, targeting features, and other moieties to the surface. Gold nanoparticles are modified through thiol chemistry
but also can interact covalently with some ions. (B) Ceramic nanoparticles, represented here by mesoporous silica beads, are structurally differ-
ent than the other nanoparticle systems discussed. The ceramic matrix provides high structural integrity, with drugs and other agents loaded
within the pores. The surface can be modified to add targeting or other functionalities to the nanoparticles. (C) Quantum dots are made from
materials borrowed from the semi-conductor industry. These particles are quite small, ranging from 2.5 nm up to 100 nm depending upon
desired size. Similar to metallic nanoparticles, the surface can be modified to attach targeting agents and therapeutic agents. (D) Carbon nano-
particles can form into spherical fullerenes or ‘‘buckyball’’ structures and single-wall or multi-wall nanotubes structures. Drugs can be loaded
within the interior compartment, and modifications on the outer surface allow the nanoparticles to be customized for particular applications.
[Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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fibroin.36 Particle size can vary depending upon several
factors such as aggregation, swelling, and binding of serum
proteins following administration. Aggregation occurs

because of misfolding of proteins, often leading to increased
apparent particle sizes. Cross-linking the proteins can pre-
vent future changes in size due to swelling.37 The location
of charged amino acids on the surface can cause binding of
serum proteins upon administration, which can be modu-
lated by altering the amino acid composition or covalently
binding a layer to neutralize the charge.8

Surface modification of protein nanoparticles is facili-
tated by the introduction of different chemical groups
including hydroxyls, sulfhydryls, and thiols that can be used
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lipid core stabilized by surfactants. The core incorporates hydrophobic drugs and the surface can be modified with targeting agents. (C) Protein
nanoparticles can form aggregated structures due to protein folding. Both hydrophobic and hydrophilic drugs can be loaded by covalent or
chemical bonding. The surface can be modified to attach targeting agents to the surface. (D) Polysaccharide nanoparticles assemble into semi-
solid hydrated spheres. Drugs are loaded during particle preparation. Surface modifications allow targeting while cross-linking preserves the
structural integrity of the nanoparticles. (E) Viral nanoparticles can be formed by cleaving the capsid portion of the virus and modifying the sur-
face to add targeting agents. Drugs can be loaded into the core or bound to the surface. [Color figure can be viewed in the online issue, which
is available at wileyonlinelibrary.com.]
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Figura 1.29. Nanopartículas utilizadas como sistemas de liberación controlada y sus tamaños.  

 

Otro tipo de estrategia para aumentar el tiempo de circulación de los 

sistemas de liberación controlada de fármacos es cubrirlos con sustancias 

biocompatibles. La modificación de la superficie de los sistemas DDS con 

cadenas hidrofílicas de polietilenglicol (PEG), quitosano, etc., aumenta su 

tiempo de circulación en sangre, reduciendo su inmunogenicidad e inhibiendo 

su reconocimiento y eliminación. Además, esta capa protectora mejora la 

estabilidad del portador, y reduce la adsorción y agregación de las proteínas 

presentes en sistemas biológicos.127  

 

Como en el caso de los fármacos libres, los sistemas de liberación de 

fármacos pueden funcionalizarse con el fin de conseguir una quimioterapia 

dirigida. Uniendo a los sistemas DDS motivos estructurales como ácido fólico, 

antígenos, etc., se consigue dirigirlos de forma preferencial hacia las células 

tumorales, reduciendo los efectos secundarios.128 Otra característica 

importante es que, gracias a la gran versatilidad que presentan los sistemas de 

liberación controlada de fármacos, se pueden funcionalizar con marcadores 

fluorescentes, radioisótopos, agentes de contraste, etc., integrando en la 

misma partícula terapia e imagen (Figura 1.30). Además, se pueden integrar en 

el mismo portador diferentes fármacos, consiguiendo un efecto combinado de 

varias moléculas bioactivas. 
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Figura 1.30. Ilustración de una partícula multifuncionalizada. Los sistemas DDS además de 

liberar el fármaco de una forma controlada pueden funcionalizarse con marcadores, ligandos 

asociados a receptores específicos, etc. 

 

En general, la cantidad de fármaco almacenado en un sistema de 

liberación controlada depende del disolvente utilizado para su encapsulación, 

del pH durante el proceso de adsorción, así como de la concentración de 

fármaco utilizada. Por otro lado, la liberación de un fármaco depende tanto de 

su naturaleza fisicoquímica, como de la matriz que lo encapsula. Los fármacos 

pueden estar adsorbidos, disueltos o dispersos en el sistema de liberación 

controlada; o de forma alternativa, pueden estar unidos mediante enlaces 

covalentes al portador. En las interacciones no covalentes, el fármaco mantiene 

sus propiedades hasta su liberación (normalmente por difusión); mientras que 

en interacciones covalentes, el fármaco ha de ser liberado por medio de 

estímulos externos (como interacciones con biomoléculas, cambios de pH, 

etc.). En otros casos, el agente liberado es un profármaco que ha de ser 

procesado hasta su forma activa. Otro factor determinante en el mecanismo de 

liberación de un fármaco es la estabilidad del sistema portador. Para 

aplicaciones biológicas, los sistemas portadores de fármacos han de ser lo 

suficientemente estables para liberar el fármaco de forma controlada, sin que 

por ello no sea posible su biodegradación posterior y consiguiente eliminación 

del cuerpo con el fin de prevenir su acumulación y toxicidad. 
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Por último, es posible liberar el fármaco directamente en el interior de la 

célula tumoral. Siguiendo la misma estrategia que para el fármaco libre 

(tratamiento intracelular), la funcionalización de los sistemas de liberación 

controlada de fármacos con péptidos de inserción celular (cell-penetrating 

peptides, CPPs) facilita la entrada del portador a la célula cancerígena, para 

después liberar el fármaco en el citosol. Esta estrategia es beneficiosa para 

aquellos fármacos que son eliminados rápidamente del interior celular por 

medio de proteínas asociadas a resistencia adquirida. Una vez dentro de la 

célula, la química de los sistemas de liberación controlada de fármacos puede 

participar en la liberación del fármaco, por ejemplo interaccionando con 

especies presentes en el citosol que aceleran su degradación, o en respuesta a 

cambios de pH, etc.129  

 

Como se ha visto en este apartado, existe una gran variedad de 

sistemas de liberación controlada de fármacos. No existe un sistema de 

liberación controlada de fármacos ideal, ya que todos presentan pros y contras 

dependiendo de la bioaplicación. La gran diversidad de cánceres existentes 

requiere del desarrollo de una gran variedad de sistemas portadores que 

mejoren la efectividad del tratamiento, reduciendo los efectos secundarios. Por 

lo tanto, nuevos materiales portadores capaces de almacenar, proteger y dirigir 

los fármacos hasta la diana apropiada, pueden jugar un papel esencial en el 

desarrollo de nuevas terapias más eficaces. 

 

1.3.3 Bioaplicaciones de MOFs 

 

En los últimos quince años, se han desarrollado un nuevo tipo de 

materiales inorgánicos porosos conocidos como polímeros de coordinación 

porosos (PCPs) o redes metalorgánicas (MOFs), basados en iones metálicos 

enlazados a espaciadores orgánicos de forma que se genere una red porosa 

accesible a moléculas huésped (Figura 1.31). La búsqueda de estos materiales 

surgió de la necesidad de mejorar las limitaciones de los materiales inorgánicos 

porosos clásicos (zeolitas y materiales carbonosos) inherentes a la rigidez del 

esqueleto poroso, a la dificultad en su funcionalización y a la ausencia de 

homoquiralidad. De hecho, los PCPs poseen algunas características que 
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claramente mejoran las de los materiales porosos convencionales, tales como: 

i) estructuras porosas bien ordenadas que muestran comportamientos 

dinámicos y flexibles en respuesta a moléculas huésped;130 ii) el carácter 

funcionalizable de la superficie de los poros, lo que origina propiedades 

catalíticas selectivas,131 y iii) un esqueleto estructural que, al igual que en 

sólidos densos, es responsable de propiedades magnéticas, eléctricas y 

ópticas.132 Todas estas propiedades son de gran interés para el desarrollo de 

materiales multifuncionales avanzados con potencial impacto social. 

Figura 1.31. Formación de la red porosa de un polímero de coordinación y el proceso de 

reconocimiento molecular.  

 

En los últimos diez años, el campo de investigación sobre MOFs ha 

experimentado una apreciable evolución desde su etapa inicial, centrada en la 

descripción de la síntesis y en la caracterización estructural y textural de este 

tipo de sólidos porosos, hacia una nuevo periodo en el que se busca la 

formación de materiales avanzados con aplicaciones en campos diversos, tales 

como en procesos de separación y purificación de gases,133 catálisis 

heterogénea,134 nanomateriales,135 e incluso aplicaciones biomédicas.136 Esta 

Tesis Doctoral se centra en las potenciales aplicaciones biomédicas de los 

MOFs y, en concreto, en el uso de estas matrices porosas como sistemas para 

la liberación controlada de metalofármacos no convencionales. Por tanto, en 

primer lugar habría que establecer las características deseables en los MOFs 

destinados a dicha aplicación. Dichas propiedades son las siguientes:  

 

i) Elevado volumen de poro, con el objetivo de que los MOFs tengan una 

alta capacidad de adsorción de moléculas bioactivas.  
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ii) Tamaños de poro y ventanas de acceso a los mismos adecuadas para el 

acceso de moléculas bioactivas de gran tamaño.  

 

iii) Funcionalización adecuada de los poros (hidrofobicidad, hidrofilicidad, 

etc.) que de lugar a interacciones matriz-huésped que permitan la 

reversibilidad del proceso de adsorción, así como cinéticas de 

adsorción/desorción apropiadas en condiciones fisiológicas. Debe 

destacarse que gracias a la modulación de la fortaleza de la interacción 

anfitrión-huésped -modificando la funcionalización de las cavidades-, del 

tamaño de poro y de la flexibilidad de la red -mediante la elección adecuada 

de los ligandos y los metales- se puede controlar la cinética de liberación 

del fármaco.136b 

 

iv) Presencia de centros metálicos insaturados a los que se puedan 

coordinar moléculas bioactivas. 

 

v) Enlaces de coordinación metal-ligando lo suficientemente robustos como 

para evitar la rápida biodegradación del MOF en el medio fisiológico y 

liberación descontrolada del fármaco, pero los suficientemente lábiles como 

para permitir la degradación de la matriz porosa una vez liberado el 

fármaco y evitar la acumulación endógena de la misma (Figura 1.32). En 

definitiva, la estructura cristalina, la composición, el tamaño de partícula y la 

formulación, influyen en la degradación de los MOFs que puede variar 

desde días (ej. el MOF-5, Zn4O(BDC)3 (BDC = 1,4-bencenodicarboxilato) 

hasta varias semanas (por ejemplo, más de tres semanas) (ej. MIL-100(Fe), 

[Fe3OX(H2O)(BTC)2] (X = F, OH) en condiciones fisiológicas.137  

 

vi) Presencia de metales no tóxicos en sus estructuras para que al ser 

degradados in situ, los productos de degradación sean eliminados gracias 

al metabolismo del organismo.  
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Figura 1.32. La estructura y peculiaridades de los MOFs combinados con una baja toxicidad y 

biodegradación ofrecen interesantes aplicaciones en medicina. 

 

Como resultado de lo anteriormente expuesto, los polímeros de 

coordinación porosos se consideran hoy día, como posibles candidatos para la 

liberación controlada de fármacos. El primer grupo de MOFs considerados 

como potenciales sistemas de liberación controlada es la serie MIL (Materiales 

del Instituto Lavoisier) desarrollada por Férey y colaboradores.138 De forma 

general, los materiales MIL están sintetizados a partir de centros metálicos 

trivalentes unidos a ligandos carboxílicos. Se consideran buenos candidatos 

para la liberación controlada de fármacos porque presentan grandes poros (25 

- 34 Å), superficies específicas elevadas (3100 - 5900 m2 g-1), y ofrecen la 

posibilidad de funcionalizar la superficie interna y externa. Por ejemplo, se ha 

estudiado el proceso de incorporación y liberación de ibuprofeno en los MOFs 

MIL-100 y MIL-101, y se ha relacionado la cantidad de fármaco incorporada y 

su cinética de liberación con las características estructurales de las matrices 

porosas.139 La fórmula de estos compuestos es [Cr3OX(H2O)2Ln], donde X = F, 

OH, y L = ácido benceno-1,3,5-tricarboxílico (BTC) y n = 2 para el MIL-100, o L 

= ácido benceno-1,4-dicarboxílico (BDC) y n = 3 para el MIL-101. Se ha 

demostrado que el MIL-100 es capaz de incorporar 0.35 g de ibuprofeno / g de 

MIL-100 deshidratado, mientras que el MIL-101 es capaz de adsorber 1.4 g de 

ibuprofeno / g de MIL-101 deshidratado. El hecho de que el ibuprofeno (10 x 5 

Å) pueda entrar a través de las ventanas pentagonales (12 Å) y hexagonales 

! ""

En principio, las características físico-químicas únicas que presentan los MOFs 

los hacen buenos candidatos para el almacenamiento y la liberación controlada de 

fármacos. Las propiedades deseables en estos compuestos para esta aplicación son las 

siguientes: i) presencia en sus estructuras de metales no tóxicos (Fe, Zn, Ca, Mg, etc.); 

ii) enlaces de coordinación metal-ligando robustos que eviten la rápida biodegradación 

del MOF en el medio fisiológico; iii) elevado volumen de poros para conseguir el 

almacenamiento de una gran cantidad de fármaco; iv) tamaños de poro y de ventanas de 

acceso a los mismos adecuadas para el acceso de moléculas bioactivas de gran tamaño; 

v) funcionalización adecuada de las cavidades (hidrofobicidad, hidrofilicidad, etc.) 

según la naturaleza química del fármaco que se desea almacenar (Figura 1.12). 

Finalmente, gracias a la modulación de la fortaleza de la interacción hospedador-

huésped -modificando la funcionalización de las cavidades-, del tamaño de poro y de la 

flexibilidad de la red -mediante la elección adecuada de los ligandos y los metales- se 

puede controlar la cinética de liberación del fármaco para estas aplicaciones 

biomédicas. 

Figura 1.12. La estructura y las peculiares propiedades de los MOFs combinados con una 

aceptable toxicidad y biodegradación ofrecen interesantes aplicaciones en medicina. 

Debe tenerse en cuenta que la estabilidad del MOF dentro del sistema biológico 

es un factor clave para conocer la tasa de liberación del fármaco y la toxicidad. Para 

aplicaciones médicas, se requiere una cierta inestabilidad en el material portador para 

evitar la acumulación endógena del mismo. Por otro lado, se requiere que el MOF 

permanezca intacto el tiempo suficiente como para completar su función. Después, debe 

ser degradado in situ y los productos de degradación deben ser eliminados gracias al 
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(16 Å) del MIL-101, y hexagonales (9.8 Å) del MIL-100, pero no pueda pasar a 

través de las pequeñas ventanas pentagonales (4.8 Å) del MIL-100, explica la 

mayor capacidad de carga del MIL-101 (Figura 1.33). Con el fin de desarrollar 

alternativas biocompatibles, se ha sustituido el átomo tóxico Cr(III), por su 

análogo Fe(III) menos tóxico, dando lugar a las estructuras porosas MIL-

100(Fe) y MIL-101(Fe).140 

 
Figura 1.33. Arriba: representación esquemática en 3D de los tetraedros formados a partir de 

átomos de Cr y ligandos tris o bis carboxílicos para la formación de MIL-100 y MIL-101, 

respectivamente. Abajo: Representación esquemática en 3D de las estructuras, con 

representación de las cavidades pequeñas y grandes. 

 

Otro ejemplo que se debe destacar de la serie MIL es el MOF MIL-

53(Fe), [Fe(OH)BDC] (H2BDC = ácido benceno-1,4-dicarboxílico), que presenta 

una estructura flexible en respuesta a moléculas huésped (Figura 1.34). La 

transición entre la forma hidratada (MIL-53np) y el sólido activado (MIL-53lp) es 

totalmente reversible y conlleva un gran cambio en el tamaño de los poros 

(más de 5 Å). Mientras la estructura está hidratada, los poros se cierran (MIL-

53np) y se abren cuando las moléculas huésped son desorbidas de los canales 

(MIL-53lp). Horcajada y colaboradores demostraron la utilidad del compuesto 

MIL-53 para aplicaciones biológicas. La matriz porosa MIL-53 es capaz de 

adsorber ibuprofeno (20% en peso), y liberarlo en fluido corporal simulado 

(FCS) a lo largo de 3 semanas, siguiendo una cinética de liberación de orden 

cero. La flexibilidad de la estructura del MIL-53 para acoger el fármaco es la 

causa de que este sistema sea capaz de liberar ibuprofeno durante tanto 

tiempo, ya que mientras se refuerzan las interacciones de enlace, el 

impedimento estérico se reduce.141  

the framework may cumulate the advantages to achieve both
a high drug loading and a controlled release. Hybrid
inorganic–organic solids with large pores exhibit such char-
acteristics and could represent a valuable alternative in such
purposes.

Porous hybrid inorganic–organic solids are indeed very
important solids because of their potential applications in gas
storage,[6] adsorption, separation,[7] or catalysis.[8] Unfortu-
nately, most of them aremicroporous (pore diameter< 2 nm),
and the small size of their cavities restricts the choice of
incorporated species, induces low diffusion rates, and pre-
vents an efficient and controlled drug delivery. To overcome
this major problem, we recently developed a method that
combines targeted chemistry and structural computer pre-
dictions to obtain mesoporous hybrids with large pores. This
approach leads to the characterization of two new cubic
(Fd3m) zeotypic metal carboxylates, denoted MIL-100 and
MIL-101 (MIL=Materials of Institut Lavoisier) and built up
from trimers of metal octahedra and di- or tricarboxylic
acids.[9] The formula of these acids are: MIII

3 OX(H2O)2Ln,
pH2O (MIII=Cr, X=F, OH) where L= 1,3,5-benzene tricar-
boxylic acid (BTC) or trimesic acid and n= 2 for MIL-100 or
L= 1,4-benzenedicarboxylic acid (BDC) or terephthalic acid
and n= 3 for MIL-101 (Figure 1). They are initially hydrated
and exhibit giant pores (1: 25–34!) and unprecedented
surface areas (3100–5900 m2g!1) without any loss of crystal-

linity after water evacuation. Herein, we describe the study of
the adsorption and delivery of an model analgesic and anti-
inflammatory drug, Ibuprofen, by MIL-100 and MIL-101.
Although the toxicity of chromium compounds is well
known,[10] their excellent crystallinity allows a better struc-
tural control of the insertion, thus illustrating their use as
delivery systems.

Ibuprofen was adsorbed by the dehydrated powdered
materials from a solution in hexane, and the amount adsorbed
was determined by thermogravimetric analysis, UV/Vis
spectroscopy, elemental analysis, and X-ray fluorescence;
the presence of Ibuprofen was also confirmed by IR
spectroscopy. The influence of material dehydration, ratio
of Ibuprofen/material, immersion time, and the number of
consecutive impregnations on the amount of adsorbed drug
was studied (see the Supporting Information).

X-Ray powder diffraction performed on both materials
proved that their structures are retained after the drug
adsorption. Moreover, N2 adsorption after the incorporation
indicates almost no residual porosity. Therefore, the drug
completely fills the pores and/or blocks the windows of the
cages, thus leaving approximately no accessible pore volume
for nitrogen.

The MIL-100 and MIL-101 materials showed remarkable
Ibuprofen adsorption (Table 1). However, both materials,
which contain different organic components (BTC in MIL-

100 and BDC in MIL-101; Figure 1), adsorb drastically
different amounts of Ibuprofen as a result of their different
pore sizes. On one hand, the MIL-100 matrix has smaller
cages (1: 25 and 29!) than MIL-101 despite relatively
large pore volumes (8200 and 12700!3) and adsorbs 0.35 g
of Ibuprofen/gram of dehydrated MIL-100. On the other
hand, MIL-101 with its larger cage sizes (1: 29 and 34!;
pore volumes: 12700 and 20600!3) shows an unprece-
dented amount of adsorbed drug, larger than the initial
matrix weight (" 1.4 grams of Ibuprofen/gram of dehy-
drated MIL-101). These findings are very important as
only very small amounts of material are required for the
administration of high dosages. Structural reasons may
explain this discrepancy, particularly the dimensions of the
windows of the cages relative to those of Ibuprofen. It must
be recalled that both solids, built up from large tetrahedra
(T; Figure 1), delimit two types of spherical cages. The
smaller (A; 16 in the cubic cell), which is limited by 20 T,
exhibits exclusively pentagonal windows with a free
aperture 4.8" 5.8! (MIL-100) and 12 ! (MIL-101). The

Figure 1. Top: Schematic 3D representation of the tetrahedra (T) built up
from trimers of chromium octahedra and 1,4-benzenedicarboxylate moi-
eties or 1,3,5-benzenetricarboxylate groups in MIL-101 and MIL-100,
respectively. Bottom: Schematic 3D representation of the mobil-39 (MTN)
zeotype architecture of MIL-100 and MIL-101; left: the smaller A cages
(yellow spheres with 20 T) and larger B cages (green spheres with 28 T);
right: a unit cell (lines connect the T centers).

Table 1: Nitrogen adsorption data and the Ibuprofen content of the
materials investigated.

MIL-100 MIL-101

Starting materials Slangmuir [m
2g!1] 3340 5510

Vmeso-micropore [cm
3g!1] 1.16 2.02

IBU/materials Slangmuir [m
2g!1] 30 6

Vmeso-micropore [cm
3g!1] 0.03 0.02

g IBU/g dehydrated material 0.347 1.376
Kinetic constant 22.9#2

[IBU]=Kt
13.0#1
[IBU]=Kt1/2
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right: a unit cell (lines connect the T centers).
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Vmeso-micropore [cm
3g!1] 1.16 2.02

IBU/materials Slangmuir [m
2g!1] 30 6

Vmeso-micropore [cm
3g!1] 0.03 0.02

g IBU/g dehydrated material 0.347 1.376
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the framework may cumulate the advantages to achieve both
a high drug loading and a controlled release. Hybrid
inorganic–organic solids with large pores exhibit such char-
acteristics and could represent a valuable alternative in such
purposes.

Porous hybrid inorganic–organic solids are indeed very
important solids because of their potential applications in gas
storage,[6] adsorption, separation,[7] or catalysis.[8] Unfortu-
nately, most of them aremicroporous (pore diameter< 2 nm),
and the small size of their cavities restricts the choice of
incorporated species, induces low diffusion rates, and pre-
vents an efficient and controlled drug delivery. To overcome
this major problem, we recently developed a method that
combines targeted chemistry and structural computer pre-
dictions to obtain mesoporous hybrids with large pores. This
approach leads to the characterization of two new cubic
(Fd3m) zeotypic metal carboxylates, denoted MIL-100 and
MIL-101 (MIL=Materials of Institut Lavoisier) and built up
from trimers of metal octahedra and di- or tricarboxylic
acids.[9] The formula of these acids are: MIII

3 OX(H2O)2Ln,
pH2O (MIII=Cr, X=F, OH) where L= 1,3,5-benzene tricar-
boxylic acid (BTC) or trimesic acid and n= 2 for MIL-100 or
L= 1,4-benzenedicarboxylic acid (BDC) or terephthalic acid
and n= 3 for MIL-101 (Figure 1). They are initially hydrated
and exhibit giant pores (1: 25–34!) and unprecedented
surface areas (3100–5900 m2g!1) without any loss of crystal-

linity after water evacuation. Herein, we describe the study of
the adsorption and delivery of an model analgesic and anti-
inflammatory drug, Ibuprofen, by MIL-100 and MIL-101.
Although the toxicity of chromium compounds is well
known,[10] their excellent crystallinity allows a better struc-
tural control of the insertion, thus illustrating their use as
delivery systems.

Ibuprofen was adsorbed by the dehydrated powdered
materials from a solution in hexane, and the amount adsorbed
was determined by thermogravimetric analysis, UV/Vis
spectroscopy, elemental analysis, and X-ray fluorescence;
the presence of Ibuprofen was also confirmed by IR
spectroscopy. The influence of material dehydration, ratio
of Ibuprofen/material, immersion time, and the number of
consecutive impregnations on the amount of adsorbed drug
was studied (see the Supporting Information).

X-Ray powder diffraction performed on both materials
proved that their structures are retained after the drug
adsorption. Moreover, N2 adsorption after the incorporation
indicates almost no residual porosity. Therefore, the drug
completely fills the pores and/or blocks the windows of the
cages, thus leaving approximately no accessible pore volume
for nitrogen.

The MIL-100 and MIL-101 materials showed remarkable
Ibuprofen adsorption (Table 1). However, both materials,
which contain different organic components (BTC in MIL-

100 and BDC in MIL-101; Figure 1), adsorb drastically
different amounts of Ibuprofen as a result of their different
pore sizes. On one hand, the MIL-100 matrix has smaller
cages (1: 25 and 29!) than MIL-101 despite relatively
large pore volumes (8200 and 12700!3) and adsorbs 0.35 g
of Ibuprofen/gram of dehydrated MIL-100. On the other
hand, MIL-101 with its larger cage sizes (1: 29 and 34!;
pore volumes: 12700 and 20600!3) shows an unprece-
dented amount of adsorbed drug, larger than the initial
matrix weight (" 1.4 grams of Ibuprofen/gram of dehy-
drated MIL-101). These findings are very important as
only very small amounts of material are required for the
administration of high dosages. Structural reasons may
explain this discrepancy, particularly the dimensions of the
windows of the cages relative to those of Ibuprofen. It must
be recalled that both solids, built up from large tetrahedra
(T; Figure 1), delimit two types of spherical cages. The
smaller (A; 16 in the cubic cell), which is limited by 20 T,
exhibits exclusively pentagonal windows with a free
aperture 4.8" 5.8! (MIL-100) and 12 ! (MIL-101). The

Figure 1. Top: Schematic 3D representation of the tetrahedra (T) built up
from trimers of chromium octahedra and 1,4-benzenedicarboxylate moi-
eties or 1,3,5-benzenetricarboxylate groups in MIL-101 and MIL-100,
respectively. Bottom: Schematic 3D representation of the mobil-39 (MTN)
zeotype architecture of MIL-100 and MIL-101; left: the smaller A cages
(yellow spheres with 20 T) and larger B cages (green spheres with 28 T);
right: a unit cell (lines connect the T centers).

Table 1: Nitrogen adsorption data and the Ibuprofen content of the
materials investigated.

MIL-100 MIL-101

Starting materials Slangmuir [m
2g!1] 3340 5510

Vmeso-micropore [cm
3g!1] 1.16 2.02

IBU/materials Slangmuir [m
2g!1] 30 6

Vmeso-micropore [cm
3g!1] 0.03 0.02

g IBU/g dehydrated material 0.347 1.376
Kinetic constant 22.9#2

[IBU]=Kt
13.0#1
[IBU]=Kt1/2
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the presence of Ibuprofen was also confirmed by IR
spectroscopy. The influence of material dehydration, ratio
of Ibuprofen/material, immersion time, and the number of
consecutive impregnations on the amount of adsorbed drug
was studied (see the Supporting Information).

X-Ray powder diffraction performed on both materials
proved that their structures are retained after the drug
adsorption. Moreover, N2 adsorption after the incorporation
indicates almost no residual porosity. Therefore, the drug
completely fills the pores and/or blocks the windows of the
cages, thus leaving approximately no accessible pore volume
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The MIL-100 and MIL-101 materials showed remarkable
Ibuprofen adsorption (Table 1). However, both materials,
which contain different organic components (BTC in MIL-

100 and BDC in MIL-101; Figure 1), adsorb drastically
different amounts of Ibuprofen as a result of their different
pore sizes. On one hand, the MIL-100 matrix has smaller
cages (1: 25 and 29!) than MIL-101 despite relatively
large pore volumes (8200 and 12700!3) and adsorbs 0.35 g
of Ibuprofen/gram of dehydrated MIL-100. On the other
hand, MIL-101 with its larger cage sizes (1: 29 and 34!;
pore volumes: 12700 and 20600!3) shows an unprece-
dented amount of adsorbed drug, larger than the initial
matrix weight (" 1.4 grams of Ibuprofen/gram of dehy-
drated MIL-101). These findings are very important as
only very small amounts of material are required for the
administration of high dosages. Structural reasons may
explain this discrepancy, particularly the dimensions of the
windows of the cages relative to those of Ibuprofen. It must
be recalled that both solids, built up from large tetrahedra
(T; Figure 1), delimit two types of spherical cages. The
smaller (A; 16 in the cubic cell), which is limited by 20 T,
exhibits exclusively pentagonal windows with a free
aperture 4.8" 5.8! (MIL-100) and 12 ! (MIL-101). The

Figure 1. Top: Schematic 3D representation of the tetrahedra (T) built up
from trimers of chromium octahedra and 1,4-benzenedicarboxylate moi-
eties or 1,3,5-benzenetricarboxylate groups in MIL-101 and MIL-100,
respectively. Bottom: Schematic 3D representation of the mobil-39 (MTN)
zeotype architecture of MIL-100 and MIL-101; left: the smaller A cages
(yellow spheres with 20 T) and larger B cages (green spheres with 28 T);
right: a unit cell (lines connect the T centers).

Table 1: Nitrogen adsorption data and the Ibuprofen content of the
materials investigated.

MIL-100 MIL-101

Starting materials Slangmuir [m
2g!1] 3340 5510

Vmeso-micropore [cm
3g!1] 1.16 2.02

IBU/materials Slangmuir [m
2g!1] 30 6

Vmeso-micropore [cm
3g!1] 0.03 0.02

g IBU/g dehydrated material 0.347 1.376
Kinetic constant 22.9#2

[IBU]=Kt
13.0#1
[IBU]=Kt1/2

Angewandte
Chemie

5975Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 5974 –5978 ! 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.org

!%."*%+"&(MIL-101  



Capítulo 1 

80 

 
Figura 1.34. Izquierda: Cinética de liberación del ibuprofeno encapsulado en diferentes 

matrices porosas (en FCS, 310 K). Arriba a la derecha: Flexibilidad de los poros del MIL-53: 

hidratado (izquierda), con ibuprofeno (centro) y la forma deshidratada abierta (derecha). Abajo 

derecha: Esquema de los poros grande (izquierda) y pequeño (derecha) del MIL-100/MIL-101. 

Octaedros metálicos, Oxígeno, Carbono. 

 

Las posibilidades que ofrecen los MOFs como sistemas liberadores de 

fármacos quedan demostradas en un estudio comparativo de la liberación de 

ibuprofeno incorporado en diferentes matrices porosas (Figura 1.34). La 

cinética de liberación de ibuprofeno es diferente según la matriz porosa 

utilizada. Por ejemplo, utilizando MIL-53 se consigue la liberación más 

prolongada que alcanza hasta los 20 días, mientras que con el MIL-101(Fe) o 

utilizando las sílices mesoporosas MCM-41Prop_NH2 y MCM-41, la liberación del 

fármaco se mantiene durante 6, 5 y 1 día, respectivamente. Además, la serie 

MIL presenta una capacidad de adsorción y liberación de ibuprofeno mayor que 

las zeolitas convencionales. Por tanto, se ha demostrado que según la matriz 

porosa utilizada se consiguen cinéticas de liberación diferentes. Asimismo, en 

el caso concreto de los MOFs, la elección adecuada de ligandos y metales 

permite controlar la cinética de liberación del fármaco, según las necesidades 

del tratamiento.142 

 

Por otra parte, en general, la liberación de las moléculas adsorbidas en 

las cavidades de una matriz porosa, como por ejemplo una red metalorgánica, 

se debe a un proceso de desorción en un medio fisiológico a través de un 
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exhibit similar challenges as Busulfan. Clinical use of nucleotide
analogues is, indeed, limited by their poor stability in biological
medium190 and their limited intracellular penetration as conse-
quence of their important hydrophilic character.191,192 One of the
main limitations in the use of nucleoside reverse transcriptase
inhibitors (NRTIs) lies in their poor intracellular activation by
cellular kinases into their active triphosphorylated form. Although
the direct administration of triphosphate NRTIs has been con-
sidered for bypassing this metabolic bottleneck, these phos-
phorylated molecules do not diffuse intracellularly, due to their
still more hydrophilic character than the parent NRTI.191,192

Thus, nanocarriers have been developed to circumvent these
inconveniences, but poor efficiencies together with “burst
effects” have been observed.193

Once more, encapsulation of these highly hydrophilic nucleo-
side analogues (CDV and AZT-Tp) has been successful with
encapsulation rates up to 42 wt % or 21 wt % using the iron
aminoterephthalate MIL-101(Fe)_NH2 or the iron trimesate
MIL-100 nanoparticles (Table 3).55!57,140 Remarkably, these
unprecedented values exceeded by a forty or twenty factor the

encapsulation rate in other systems.193,194Also, very high loading
efficiencies (up to 90%), were achieved, explainable by the very
high affinity of the drug with these hybrid nanoparticles. This
could be due to the presence of free Lewis acid metal sites that
can strongly interact with the phosphate groups of CDV and
AZT-TP, as evidenced by solid state 31P NMR.140

As expected, encapsulation of AZT-TP in flexible MOF
nanoparticles (MIL-89, MIL-88A, and MIL-53) with pore sizes
smaller than the drug dimensions have led to very poor loadings,
not exceeding 2 wt % (Table 3).140 This fact, together with the
absence of any accessible (N2, 77 K) porosity, is in agreement with
the presence of the drug into the larger pores MOFs. Moreover,
while a clear burst effect has been observed using the flexible
nanoparticles of MIL-89, MIL-88A, and MIL-53 solids contain-
ing AZT-TP (only at the outer surface), the drug has been
progressively released after 5 days fromMIL-100 nanoparticles in
PBS or in culture medium (RPMI 1640 supplemented with
serum). This is related to the diffusion of the drug through the
pores (Figure 11 and 12).55,140 Drug release does not depend
only on the diffusion rate, but also on the kinetics of material

Figure 10. (Left): Kinetics of delivery of Ibuprofen from several porous MOFs carriers (SBF, 37 !C); (Top right): Pore openings of the MIL-53 solid:
water (left), ibuprofen (center) and open form (right); (Bottom right): Schematic view of the larger cage (left) and the smaller cage (right) of MIL-100.
Metal octahedra, oxygen and carbon atoms are in orange, red, and black, respectively. Reprinted with the permission from refs 18 and 177. Copyright
2006 Wiley-VCH Verlag GMBH and Co. KGaA and Copyright 2002 American Chemical Society, respectively.

Table 3. Drug Loading Capacities of Different Drugs on
Several Porous MOFs

drug loading (wt%)

drug BioMOF-1 MIL-100 MIL-101_NH2 MIL-53

ethoxysuccinato-cisplatin 12.8

procainamide 22

busulfan 25.5 14.3

azidothimidine triphosphate 21.2 42.0 0.24

azidothimidine 6.1

cidofovir 16.1 41.9

doxorubicin 9.1

ibuprofen 33 22

caffeine 24.2 23.1

urea 69.2 63.5

benzophenone 4 15.2 5

benzophenone 3 1.5

Figure 11. Kinetics of delivery of busulfan from MIL-100 (blue) and
MIL-53 (pink) nanoparticles (PBS, 37 !C). Busulfan chemical structure:
sulfur, oxygen, carbon and hydrogen atoms are in yellow, red, gray, and
blue, respectively. Reproduced with the permission fromChalati et al.189

Copyright 2011 Pan Standford Publishing Pte. Ltd.
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inhibitors (NRTIs) lies in their poor intracellular activation by
cellular kinases into their active triphosphorylated form. Although
the direct administration of triphosphate NRTIs has been con-
sidered for bypassing this metabolic bottleneck, these phos-
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inconveniences, but poor efficiencies together with “burst
effects” have been observed.193
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encapsulation rates up to 42 wt % or 21 wt % using the iron
aminoterephthalate MIL-101(Fe)_NH2 or the iron trimesate
MIL-100 nanoparticles (Table 3).55!57,140 Remarkably, these
unprecedented values exceeded by a forty or twenty factor the

encapsulation rate in other systems.193,194Also, very high loading
efficiencies (up to 90%), were achieved, explainable by the very
high affinity of the drug with these hybrid nanoparticles. This
could be due to the presence of free Lewis acid metal sites that
can strongly interact with the phosphate groups of CDV and
AZT-TP, as evidenced by solid state 31P NMR.140

As expected, encapsulation of AZT-TP in flexible MOF
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intercambio con la fase acuosa. Como se ha mencionado anteriormente, hay 

que considerar que la degradación de la matriz porosa, que actúa como 

portadora, conlleva un suplemento de liberación del fármaco. Además, se 

liberan al medio fisiológico los componentes de dicha matriz porosa (iones 

metálicos y ligandos orgánicos) que pueden ser potencialmente tóxicos. En 

este sentido, existe la idea preestablecida de que un MOF con baja estabilidad 

frente a la hidrólisis no es muy útil como sistema para la liberación controlada 

de fármacos. Sin embargo, una línea de investigación emergente aprovecha la 

degradación de estas matrices porosas para conseguir una liberación del 

fármaco eficiente. Li y colaboradores diseñaron un sistema racional para 

construir MOFs a partir de algunos aminoácidos cíclicos que presentan 

actividad terapéutica.143 En este caso, la liberación de los ligandos al medio, 

como consecuencia de la degradación del MOF, tiene un efecto terapéutico en 

sí mismo. Estos materiales cuyos constituyentes son en sí mismos moléculas 

con actividad terapéutica se conocen como bioMOFs. Existen muchos 

fármacos o moléculas bioactivas orgánicas que presentan sitios de unión 

accesibles a metales de transición, pudiendo formar complejos cristalinos 

porosos con cavidades lo suficientemente grandes como para incluso alojar 

otros medicamentos. De esta forma, se conseguirían materiales 

multifuncionales que actuarían como agentes terapéuticos en sí mismos a la 

vez que como cápsulas de otras moléculas bioactivas (ej. terapias combinadas 

contra el cáncer). Existe una gran variedad de bioMOFs descritos basados en 

diferentes biomoléculas: aminoácidos,144 péptidos,145 proteínas,146 

nucleobases,147 carbohidratos148 y otras biomoléculas más pequeñas.149 

McKinlay y sus colaboradores introdujeron una molécula bioactiva como 

ligando (ácido nicotínico) y un metal paramagnético (Fe, Gd) como parte del 

bioMIL-1 (Figura 1.35).137 La combinación de la bioactividad del ligando, con las 

técnicas de imagen derivadas de los metales paramagnéticos, demuestra la 

posible aplicación de los bioMOFs en teragnosis.  
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Figura 1.35. Esquema de la formación de un bioMOF (bioMIL-1) construido a partir de un 

ligando bioactivo y su liberación. En este caso, el ligando bioactivo es ácido nicotínico. Hierro, 

Oxígeno, Nitrógeno, Carbono. 

 

Otro ejemplo de bioMOF es el bio-MOF-1, 

[Zn8(ad)4(BPDC)6O"2(CH3NH2)] constituido por adenina (ad) y ácido 

bifenildicarboxílico (H2BPDC), como ligandos bioactivos, y el ion metálico 

biorrelevante Zn(II). La adenina es un ligando ideal para la síntesis de bio-

MOFs ya que, además de ser biológicamente compatible, es una molécula 

rígida, con múltiples puntos de unión a metales de transición y con una química 

de coordinación bien estudiada. En este caso, la naturaleza aniónica intrínseca 

del bio-MOF-1 permite la adsorción de moléculas bioactivas catiónicas, y el 

control de su liberación gracias a un proceso de intercambio catiónico entre el 

fármaco y los cationes presentes en medios biológicos. Este MOF aniónico ha 

sido cargado con procainamida (fármaco utilizado normalmente para el 

tratamiento de arritmias) consiguiendo una carga de 0.22 g de procainamida / g 

de bio-MOF-1. Cuando el compuesto bio-MOF-1 cargado con procainamida se 

suspende en agua, solo se consigue liberar el 20% del fármaco, mientras que 

en un tampón fosfato salino (PBS) todo el fármaco encapsulado se libera a las 

72 horas (Figura 1.36). Estos resultados sugieren que la liberación de la 

procainamida está controlada por los cationes presentes en la disolución 

tampón.150 
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coatings able to prevent opsonin interaction, macrophage up-
take, and thus to ensure prolonged blood circulation times.

Other interesting composite formulations consist in core!
shell MOFs. For instance, PVP and silica were used to cover
MOFs to control their degradation and delivery. Rieter et al.68

have covered MOF nanoparticles made of a cisplatin derivative
and Tb3+ ions with a shell of silica of around 7 nm. This improved
the nanoparticle stability and allowed to control drug release by
appropriately choosing the shell thickness.

Taylor-Pashow et al.85 have covered postsynthesis with a silica
coating nanoparticles made of iron terephthalate MIL-101 and
modified with 17 mol % of amino-terephthalate ligands. A
uniform layer of silica was obtained using Na2SiO3 as silica
source. Interestingly, the release of the entrapped molecules was
retarded presumably due to the slow diffusion through the shell.
Moreover, the silica coated particles had adequate stabilities for
biological applications, contrary to the uncoated ones, which
readily decompose to presumably form amorphous iron hydrox-
ide(oxide) phases.

3. BIOACTIVE MOFS

The most obvious use of a porous solid for bioapplications
consists in benefiting from its pore volume to encapsulate an
active molecule and deliver it through host!guest/diffusion/
degradation considerations. This requires first a sufficient pore
size and volume to optimize the cargo for a given biomolecule
and second one has to load the cargo through an encapsulation
step using a solution of the drug molecule followed by a cleaning
step. This makes encapsulation success uncertain, in terms of
loading, based on the size and the affinity of the molecule toward
the porous matrix. In addition to the delivery of the biomolecule
(see section 4), MOFs particles are likely to be degraded in the
body fluid followed by a release of not only the metal but also the
linker, often exogenous, raising additional toxicity concerns. If
MOFs based on endogenous linkers and metals represent an
acceptable alternative, only very few of them are really porous.
Thus, another method will consist in complexing directly the
active linker to a metal, which can also be active. So far, making
cocrystals or complexes of active pharmaceutical ingredient
(API) and low toxicity metals represents an easy method to
tailor the dissolution kinetics of the API in the solution, resulting
into improved administration conditions.128!130 Modification of
linkers and their hydrophobic character can also lead to a
rationalization of the dissolution of the API-metal complex.131

Recently, endogenous aminoacid and Zn- based MOFs that
possess a therapeutic activity have been reported,.132 Some
examples are peptides, adenine, exonacin or norfloxacin drug
based MOFs, but none of them was evaluated for a controlled
released of the active molecule.133!137 Recently, the proof of
concept of “bioactive MOFs” for drug delivery applications,

produced through the direct coupling of the biomolecule as
the linker with a non toxic metal to prepare a MOF (Figure7),
was reported.138 The small pores iron(II/III) nicotinate BioMIL-1,
based on nicotinic acid, also denoted niacin or vitamin B3, which
possess pellagra-curative, vasodilating and antilipemic properties,
is a rare example of bioactiveMOF. Very high drug content, up to
71 wt %, was reached together with a fast release of the drug
achieved through the degradation of the MOF in phosphate
buffer solution (PBS) at 37 !C.

The rapid release of nicotinic acid from Bio-MIL-1 might be
an issue for its practical use. However, it has been demonstrated
that porous iron carboxylates based on the same trimeric
secondary building units possess very different degradable char-
acters. Indeed, the stability of a givenMOF varies as a function of
its composition (metal, number of complexing functions, hydro-
phobicity, ...). Thus, for a given bioactive linker, one could choose
the right metal and structure for a suitable delivery. One could
also point out that 80% of API possesses one or several complex-
ing groups (carboxylates, phosphates, phosphates, amines or
heterocycles, ...) that could be considered to build up a bioactive
MOF with controlled degradation properties.

More recently, other iron or calcium based MOFs based on
endogenous active dicarboxylic linkers have also been reported
even if their degradability or their activity has not yet been
disclosed (Figure 8).139!142One could cite either metal gluta-
rates Bio-MIL-2 and !3, with glutaric acid as an experimental
drug or metal derivated of azobenzenetetracarboxylates Bio-
MIL-4 and Soc-MOF(Fe) or MIL-127 with an antimicrobial
activity reported previously for azobenzene compounds.143,144

Another possibility for bioactive MOFs is to use an active
metal. For instance, silver is well-known as an antibacterial agent,
currently used for bioapplications. One could cite for instance
the silver exchanged zeolites that are used in antibacterial
systems.145 So far, several nonporous silver coordination
polymers have been intensively studied,146 with antimicrobial
properties.147,148 Silver-based isonicotinate derivatives of bis-
ethyleneglycol form a layered coordination polymer that, once
deposited on a dental restorative material, using a flow chamber
mimicking the oral cavity, kill bacteria upon contact with the
substrate (Figure 9).149 Authors mention that the activity is
related to the release of silver and formation of nanoparticles
from the coating.

The use of zinc as an antibacterial growth agent has also been
reported,150 and one can imagine that considering the huge
number of existing Zinc based MOFs, interesting MOFs en-
dowed with antibacterial activity might be found for adequate
biomedical applications. Other MOFs based on active metals
have also been reported, such as gadolinium, manganese, or iron
polycarboxylates MOFs for their imaging properties. This part
will be however detailed in section 8 of this article.

Figure 7. Schematic view of the formation of a BioMOF (Bio-MIL-1) built up from bioactive linker and its delivery. Here the bioactive linker is nicotinic
acid. Iron, oxygen, nitrogen, and carbon atoms are in orange, red, gray, and black, respectively.
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Figura 1.36. Arriba: Esquema de la liberación de procainamida encapsulada en la red porosa 

bio-MOF-1 controlada por el intercambio entre el fármaco y los cationes presentes en el medio. 

Abajo: diferencias entre la cinética de liberación en PBS y agua.  

 

La combinación entre iones metálicos y espaciadores orgánicos y/o 

moléculas bioactivas permite la obtención de una gran variedad de sistemas 

con diferentes propiedades. Recientemente, se han descrito algunos MOFs con 

propiedades magnéticas, electrónicas y ópticas con posibles aplicaciones 

biológicas.151 Sin embargo, algunos MOFs tienen poca aplicabilidad in vivo 

debido a que no son apropiados para la circulación en sistemas biológicos. De 

acuerdo con lo expuesto en el apartado anterior, el tiempo de circulación de un 

fármaco en el organismo viene determinado entre otros factores por su tamaño. 

Por lo tanto, es necesaria la reducción del tamaño a escala nanométrica 

(nanoMOFs), de modo que los MOFs puedan circular a través de los fluidos 

corporales el mayor tiempo posible, sin dar lugar a procesos de toxicidad. En 

este sentido, Horcajada y colaboradores sintetizaron una serie de MOFs 

porosos a escala nanométrica basados en el metal biocompatible Fe(III), (MIL-

53, MIL-88A, MIL-88Bt, MIL-89, MIL-100 y MIL-101_NH2) para la encapsulación 

de una serie de fármacos antitumorales y retrovirales (busulfan (Bu), trifosfato 

de azidotimidina, doxorrubicina o cidofovir) (Tabla 1.3).152 Entre todos, hay que 

destacar que la matriz porosa MIL-100 presenta una carga excepcional de Bu 

(25% en peso), que es cinco veces mayor que la capacidad de encapsulación 

de otros sistemas basados en polímeros (5 - 6%), y 60 veces mayor que en 

sistemas de liberación basados en liposomas (0.4%). La capacidad de una 

matriz porosa para encapsular fármacos viene determinada, entre otros 

factores, por el volumen de poro. Las matrices MIL-88A, MIL-53 y MIL-89, con 

una tamaño de poro menor, son capaces de adsorber menos fármaco que la 

matriz porosa MIL-100 (Tabla 1.3). A pesar de esta limitación, la capacidad de 

For our initial studies, we chose to study storage and release of
procainamide HCl, an antiarrythmia drug. Procainamide HCl has
a short half-life in vivo and must be dosed every 3-4 h.8 It is
therefore an ideal candidate for controlled release administration,
and several controlled release formulations are currently available.9

Procainamide HCl was introduced into the pores of bio-MOF-1
through a cation exchange process (see Supporting Information)
which does not affect the crystalline integrity of the material (Figure
2B). Complete loading (0.22 g/g material) was achieved after 15
days, as determined by elemental analysis, TGA, and gas adsorption
studies (Figure 2A and Supporting Information). The procainamide-
loadedmaterialwasformulatedasZn8(ad)4(BPDC)6O•3.5(procainamide-
H+), 1.5Cl-, 16.5H2O (Supporting Information). We estimated that
∼2.5 procainamide molecules per formula unit reside in the pores,
while the remaining procainamide molecules likely adhere to the
exterior surfaces of the material.

Because of the ionic interactions between procainamide and bio-
MOF-1, cations can be used to trigger procainamide release from
the framework (Figure 3A). To determine the release profile, we
placed a sample of the procainamide-exchanged material in 0.1 M
PBS buffer (pH ) 7.4) and monitored the release of procainamide
via HPLC. At each time point, aliquots of buffer were removed
from the buffer/bio-MOF-1 suspension and replaced with fresh
buffer. The aliquot was then analyzed for procainamide. Steady
procainamide release was observed over the course of 20 h, and
complete release was realized after 72 h (Figure 3B). The crystalline

integrity of the framework is maintained throughout the release
process, as evidenced by PXRD studies (Supporting Information).

To verify that procainamide release was mediated by the buffer
cations, we performed a control experiment in which drug-loaded
bio-MOF-1 was placed in nanopure water (18.2 mΩ), and the
solution was assayed for procainamide content in the same fashion
as described above. In this case, only 20% of the procainamide
was released, which likely corresponds to the molecules which are
associated to the exterior surfaces of bio-MOF-1.

In conclusion, we have shown that a permanently porous bio-
MOF can be constructed using biomolecular building blocks.
Further, we have exploited the anionic nature of this bio-MOF for
the storage and release of an important cationic drug molecule. To
our knowledge, this is the first example of cation-triggered drug
release from a metal-organic framework and also the first
demonstration of a potential biomedical application for an MOF
constructed with biomolecule building blocks. We expect that
construction and study of bio-MOFs will become increasingly
important as more biomedical applications of MOFs are uncovered.
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Figure 2. (A) N2 adsorption isotherms (77 K) for as-synthesized bio-MOF-1
(blue circles; filled adsorption, empty desorption) and procainamide-loaded
bio-MOF-1 (red triangles; filled adsorption, empty desorption). (B) X-ray
powder diffraction patterns for bio-MOF-1 (black, simulated; red, as-
synthesized material; blue, procainamide-loaded material).

Figure 3. (A) Scheme depicting cation-triggered procainamide release from
bio-MOF-1. (B) Procainamide release profiles from bio-MOF-1 (blue, PBS
buffer; red, deionized nanopure water).
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For our initial studies, we chose to study storage and release of
procainamide HCl, an antiarrythmia drug. Procainamide HCl has
a short half-life in vivo and must be dosed every 3-4 h.8 It is
therefore an ideal candidate for controlled release administration,
and several controlled release formulations are currently available.9

Procainamide HCl was introduced into the pores of bio-MOF-1
through a cation exchange process (see Supporting Information)
which does not affect the crystalline integrity of the material (Figure
2B). Complete loading (0.22 g/g material) was achieved after 15
days, as determined by elemental analysis, TGA, and gas adsorption
studies (Figure 2A and Supporting Information). The procainamide-
loadedmaterialwasformulatedasZn8(ad)4(BPDC)6O•3.5(procainamide-
H+), 1.5Cl-, 16.5H2O (Supporting Information). We estimated that
∼2.5 procainamide molecules per formula unit reside in the pores,
while the remaining procainamide molecules likely adhere to the
exterior surfaces of the material.

Because of the ionic interactions between procainamide and bio-
MOF-1, cations can be used to trigger procainamide release from
the framework (Figure 3A). To determine the release profile, we
placed a sample of the procainamide-exchanged material in 0.1 M
PBS buffer (pH ) 7.4) and monitored the release of procainamide
via HPLC. At each time point, aliquots of buffer were removed
from the buffer/bio-MOF-1 suspension and replaced with fresh
buffer. The aliquot was then analyzed for procainamide. Steady
procainamide release was observed over the course of 20 h, and
complete release was realized after 72 h (Figure 3B). The crystalline

integrity of the framework is maintained throughout the release
process, as evidenced by PXRD studies (Supporting Information).

To verify that procainamide release was mediated by the buffer
cations, we performed a control experiment in which drug-loaded
bio-MOF-1 was placed in nanopure water (18.2 mΩ), and the
solution was assayed for procainamide content in the same fashion
as described above. In this case, only 20% of the procainamide
was released, which likely corresponds to the molecules which are
associated to the exterior surfaces of bio-MOF-1.

In conclusion, we have shown that a permanently porous bio-
MOF can be constructed using biomolecular building blocks.
Further, we have exploited the anionic nature of this bio-MOF for
the storage and release of an important cationic drug molecule. To
our knowledge, this is the first example of cation-triggered drug
release from a metal-organic framework and also the first
demonstration of a potential biomedical application for an MOF
constructed with biomolecule building blocks. We expect that
construction and study of bio-MOFs will become increasingly
important as more biomedical applications of MOFs are uncovered.
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Figure 2. (A) N2 adsorption isotherms (77 K) for as-synthesized bio-MOF-1
(blue circles; filled adsorption, empty desorption) and procainamide-loaded
bio-MOF-1 (red triangles; filled adsorption, empty desorption). (B) X-ray
powder diffraction patterns for bio-MOF-1 (black, simulated; red, as-
synthesized material; blue, procainamide-loaded material).

Figure 3. (A) Scheme depicting cation-triggered procainamide release from
bio-MOF-1. (B) Procainamide release profiles from bio-MOF-1 (blue, PBS
buffer; red, deionized nanopure water).
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carga de estos materiales sigue siendo mayor que la de los materiales 

portadores hasta ahora descritos (polímeros, liposomas, etc.). Finalmente, el 

estudio de la toxicidad y biocompatibilidad de cada uno de los nanoMOFs 

descritos, confirmó la ausencia de respuesta inmune o reacciones 

inflamatorias. Por lo tanto, estos nanoMOFs basados en Fe, se presentan 

como modelo para la mejora de los sistemas de liberación controlada de 

fármacos utilizados hasta la fecha. 

 

 
Tabla 1.3. Tamaño de partícula, tamaño de poro, y capacidad de carga de fármacos (% en 

peso) para una serie de MOFs basados en Fe(III) y varios ligandos de tipo carboxilato. 

 

Por otro lado, Li y colaboradores han desarrollado una nueva estrategia 

para sintetizar nanopartículas biodegradables basadas en polímeros de 

coordinación porosos que contienen cisplatino como ligando estructural. La 

síntesis de estos nanoMOFs se llevo a cabo mediante un proceso de 

nanoprecipitación de cisplatino e iones Tb(III). Posteriormente, las 

nanopartículas se estabilizaron con un recubrimiento de sílice, y se 

funcionalizaron con péptidos capaces de dirigir los nanoMOFs hacia células 

cancerígenas. De este modo, se consiguió liberar más lentamente el 

compuesto bioactivo cisplatino, reduciendo los efectos secundarios y 

obteniendo una citotoxicidad parecida al fármaco libre.153 

 

Por otra parte, los materiales capaces de almacenar y liberar NO 

resultan interesantes para aplicaciones en las que se debe evitar la formación 

de trombos en la superficie de material quirúrgico, así como en los stents 

(cánulas) utilizados en cirugía.154 Recientemente, se han estudiado algunos 

polímeros,155 nanopartículas de sílice funcionalizadas156 y zeolitas157 para su 

aplicación en la liberación de NO. Sin embargo, la aplicabilidad de dichos 

MIL-89 MIL-88A MIL-100 MIL-53 MIL-101_NH2 

Ligando orgánico Ácido mucónico Ácido fumárico Ácido trimésico Ácido tereftálico Ácido aminotereftálico 

Tamaño de poro (Å) 11 6 25 8.6 29 

Tamaño de partícula (nm) 50 - 100 150 200 350 120 

Fármaco  cárgado (%) Busulfan 9.8 8.0 25.5 14.3 

Trifosfato de azidotimidina 0.6 21.2 0.24 42.0 

Cidofovir  14 2.6 16.1 41.9 

Doxorrubicina 9.1 

Ibuprofeno 33 22 
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materiales está limitada, puesto que liberan a su vez especies cancerígenas o 

pro-inflamatorias como productos secundarios.158 En este sentido, los MOFs se 

consideran buenos candidatos para el almacenamiento y liberación de NO pero 

hay que destacar que para que un material sea efectivo todo el gas 

almacenado debe liberarse en las condiciones deseadas.159  

 

El primer MOF estudiado para la liberación controlada de NO fue el 

HKUST-1, [Cu3(BTC)2(H2O)3] (BTC = benceno-1,3,5-tricarboxilato) (también 

conocido como Cu-BTC).160 El HKUST-1 presenta centros metálicos 

insaturados que, tras la activación del material, actúan como centros donde el 

NO se coordina fuertemente. Morris y sus colaboradores concluyeron que la 

capacidad de adsorción del HKUST-1 es 9 (3) mmol de NO / g de MOF a 196 

(298) K y 1 bar de presión. A ambas temperaturas, y cuando la presión de NO 

se reduce a cero, este material es capaz de desorber 2.21 mmol de NO / g 

MOF (Figura 1.37). Sin embargo, el HKUST-1 solamente libera una pequeña 

cantidad de NO en contacto con gas húmedo, tras una reacción de intercambio 

de ligandos de NO por acua, 1 µmol de NO / g de MOF, casi 2 ordenes de 

magnitud menos que la cantidad inicialmente adsorbida. Este comportamiento 

se puede achacar a la baja estabilidad del sistema frente a la hidrólisis. 

  
Figura 1.37. Derecha: Estructura cristalina del HKUST-1. Cobre, Carbono, Oxígeno, 

Hidrógeno. Izquierda: Isoterma de adsorción (símbolos rellenos) y desorción (símbolos vacíos) 

de NO a 196 K (cuadrados) y 298 K (círculos) para el MOF HKUST-1.  

 

Posteriormente, Morris y sus colaboradores demostraron que los MOFs 

CPO-27-Co y CPO-27-Ni, [M2(2,5-dhBDC)(H2O)2] (M: Ni y Co; H4dhBDC: ácido 

2,5-dihidroxitereftálico) son capaces de adsorber dos veces más NO que el 

MOF HKUST-1 a temperatura ambiente. Además, hay que destacar que, en 

este caso, se trata de un proceso reversible, puesto que, en contacto con un 

determining the effectiveness of a material, it is advantageous
to maximize the adsorption capacity of a material to increase
the reservoir of stored gas. NO is physisorbed in the pores and
also coordinates with the metal sites present in HKUST-1.
Gravimetric adsorption measurements on HKUST-1 at 196 K
(1 bar) gives a large adsorption capacity of ∼9 mmol g-1, which
is significantly greater than any other adsorption capacity
reported on a porous solid. At 298 K the adsorption capacity at
1 bar is just over 3 mmol g-1. These values are high, bearing
in mind that the NO critical temperature and pressure are 180.1
K and 64.83 bar. There is significant isotherm hysteresis at both
temperatures, indicative of the strong irreversible adsorption of
some of the NO molecules on the open copper sites that line
the walls of the pores in dehydrated HKUST-1. At both
temperatures, there is about 2.21 mmol g-1 that is not desorbed
when the pressure of NO is reduced to almost zero. This
corresponds to∼1 NO per dicopper(II) tetracarboxylate building
block for HKUST-1. The results indicate that HKUST-1 is
potentially a very good storage material for NO, with a very
high capacity compared to those of zeolites and organic
polymers.

IR studies
The dehydrated form of HKUST-1 has accessible copper sites

in the walls of the framework itself. Given the well-known
tendency of NO to form metal coordination complexes, it seems
likely that the hysteresis seen in the adsorption-desorption
isotherms of NO on HKUST-1 (Figure 3) is due to trapping of
the gas on the metal. Infrared spectroscopy is the technique of
choice for probing such bond formation in these solids.
Figure 4 reports the effect NO interaction at room temperature

on HKUST-1 monitored by IR spectroscopy. The IR spectrum
of a dehydrated HKUST-1 sample is reported in red. The two
sharp bands at 1912 and 1886 cm-1 are due to overtones and
combination modes of framework vibrations, while the 1750-
1200 cm-1 region is dominated by very intense bands due to
asymmetric and symmetric modes of carboxylate (Raman
doublet at 1550 and 1460 cm-1), bands due to benzene ring
stretching modes and C-H bending vibrations.36

Upon contact with 30 Torr of NO, (blue curve) the growth
of a new component at 1887 cm-1 is clearly visible, testifying
to the formation of a Cu(II)···NO adduct. In the meantime some
further changes are observed in the framework modes of
HKUST-1, suggesting that the material responds to the NO
adsorption. In particular, we observe the erosion of a shoulder
at 1755 cm-1, the parallel growth of a component at 1735 cm-1

(isosbestic point at 1745 cm-1), and the intensity increase of
the bands at 1700 and at 1237 cm-1. The effect of progressive
outgassing is reported with black curves. The last spectrum is
obtained after outgassing for 15 min at room temperature in
dynamic vacuo with a residual partial pressure of 10-3 Torr.
The spectroscopic features of NO adsorbed on Cu(II) species

are better illustrated in the inset of Figure 4 (same color code)
where difference spectra are reported. The Cu(II)···NO adduct
is characterized by a band at 1887 cm-1 that decreases in
intensity without substantial shifts. A ∆ν(NO))+11 cm-1 with
respect to νNO in the gas phase (ν0N-O ) 1876 cm-1) is close
to what has been obtained in case of Cu(II)···(NO) complex in
copper-exchanged zeolites and similar systems,37-39 where a
band in the range 1910-1880 cm-1 has been observed. For sake
of comparison the spectrum obtained at room temperature on a
Cu(ZSM-5) is reported as dashed blue curve in the inset of
Figure 4.38
Spectroscopic data on copper nitrosylic complexes have been

obtained by Zhou et al.40 They have studied the formation of
Cu(NO), [Cu(NO)]+, and [Cu(NO)]- in neon matrices,40,41
finding a strong similarity between the spectroscopic features
of [Cu(NO)]+ species (1907.8 cm-1) and that obtained in the
case of Cu(II)-exchanged zeolites. In particular, it has been
observed that the N-O stretching frequency reported for Cu-

(36) Prestipino, C.; Regli, L.; Vitillo, J. G.; Bonino, F.; Damin, A.; Lamberti,
C.; Zecchina, A.; Solari, P. L.; Kongshaug, K. O.; Bordiga, S. Chem. Mater.
2006, 18, 1337.

(37) Bordiga, S.; Pazè, C.; Berlier, G.; Scarano, D.; Spoto, G.; Zecchina, A.
Catal. Today 2001, 70, 91.

(38) Lamberti, C.; Bordiga, S.; Salvalaggio, M.; Spoto, G.; Zecchina, A.;
Geobaldo, F.; Vlaic, G.; Bellatreccia, M. J. Phys. Chem. B 1997, 101, 344.

(39) Llabrés i Xamena, F. X.; Fisicaro, P.; Berlier, G.; Zecchina, A.; Turnes
Palomino, G.; Prestipino, C.; Bordiga, S.; Giamello, E.; Lamberti, C.
J. Phys. Chem. B 2003, 107, 7036.

(40) Zhou, M.; Andrews, L. J. Phys. Chem. A 2000, 104, 2618.
(41) Andrews, L.; Citra A. Chem. ReV. 2002, 102, 885.

Figure 3. Adsorption (filled symbols) and desorption (open symbols)
isotherms at 196 K (squares) and 298 K (circles) for nitric oxide on
HKUST-1.

Figure 4. Interaction with NO monitored by IR spectroscopy. Red curve:
HKUST-1 outagassed at 180 °C. Blue curve: effect of 30 Torr of NO.
Black curves: effect of increasing pumping, residual pressure 10-3 Torr.
(Inset) Background-subtracted spectra in the region of NO stretching (same
color code). In the upper part of the inset (blue dashed curve) the spectrum
of NO adsorbed at room temperature on a Cu-ZSM-5 zeolite is reported
for comparison.
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flujo de gas húmedo, son capaces de liberar prácticamente todo el NO 

almacenado mediante la correspondiente reacción de intercambio de 

ligandos.161 Los compuestos CPO-27 (Co y Ni) son capaces de liberar 

aproximadamente 7 mmol NO / g de MOF, 7000 veces más NO que la red 

porosa HKUST-1 (Figura 1.38). Como en el caso anterior, la fuerte interacción 

de la serie CPO-27 con el gas se debe a un proceso de quimisorción del NO en 

los centros metálicos insaturados.  

 
Figura 1.38. Comportamiento excepcional en la captura, almacenamiento y liberación de NO 

de la serie CPO-27. Derecha: liberación de ! 7 mmol de NO/ g de MOF frente a una corriente 

de gas húmedo. Carbono, Oxígeno, Oxígeno de moléculas de agua, Centros Metálicos, 

Nitrógeno.  

 

Por otra parte, experimentos realizados utilizando diferentes redes 

metalorgánicas, demuestran la importancia de la presencia de centros 

metálicos insaturados en la capacidad de adsorción NO.162 Los MOFs MIL-

53(Al) y MIL-53(Cr) no tiene centros metálicos insaturados en sus estructuras, y 

como consecuencia, adsorben poco NO (Figura 1.39). Comparando el 

comportamiento en la adsorción de NO de los MOFs HKUST-1, la serie CPO-

27 y la serie MIL-53, queda demostrado que el diseño de las estructuras 

porosas es la clave para controlar la adsorción y la tasa de liberación de NO 

según la aplicación biológica deseada. Por ejemplo, si queremos aplicar estos 

materiales como agentes antitrombogénicos necesitamos un flujo de NO 

pequeño, mientras que para efectos antibacterianos necesitamos un flujo 

mayor.163  

for the delivery of therapeutic agents it is unlikely that the MOFs
could be recycled at all as in most medical applications the mate-
rials are required to be sterile. This restriction means that most
delivery materials are single use only (as is the case with the
majority of medical devices).

The only requirement for the stability of MOF materials for
these types of application is therefore that the materials remain
intact for long enough to deliver the therapeutic agent. Since the
delivery, for example, of NO is required for only a few days to a

week at most for most foreseeable applications this is not such a
difficult goal to reach. In fact, there may even be an advantage in
the MOFs being somewhat soluble in physiological solutions as this
may help the body to clear them from the system in a reasonable
timescale should the MOFs enter the body by mistake.

As with the toxicology section below, it is clear that different
MOFs have different stabilities. Some MOFs are actually quite
unstable with respect to water, and on contact with water either
dissolve relatively quickly or undergo a water-induced phase

Fig. 2. The exceptional performance of M-CPO-27 (M = Co or Ni) over the whole activation/loading/delivery cycle (left) leads to high deliverable capacities of!7 mmol NO per
g of MOF (right). Carbon, oxygen, water oxygen, metal centers and nitrogen are colored grey, red, pink, light blue and dark blue, respectively. (For interpretation of the
references in colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Fig. 1. The structures and NO adsorption/desorption isotherms for three MOF materials studied. (Top) the structures of (from left to right) M-CPO-27 (M = Ni/Co), HKUST-1
and M-MIL-53 (M = Al/Cr). (Bottom) The NO adsorption/desorption isotherms of three MOFs at room temperature. Where coordinatively unsaturated sites are available in the
MOF the hysteresis between adsorption (closed symbols) and desorption (open symbols) is greatest.

332 N.J. Hinks et al. /Microporous and Mesoporous Materials 129 (2010) 330–334
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Figura 1.39. Estructuras e isotermas de adsorción de NO a 298 K de varios MOFs: MIL-53 (Al y 

Cr), HKUST-1 y CPO-27 (Ni y Co). Cuando hay centros de coordinación insaturados en la 

estructura, la isoterma de adsorción de NO presenta un ciclo de histéresis mayor. Adsorción 

(símbolos rellenos), desorción (símbolos vacíos). 

  

Otro método utilizado para el almacenamiento y liberación de NO en la 

estructura de los MOFs es la incorporación de grupos diazeniodiolato 

liberadores de NO (o NONOatos), mediante modificaciones post-sintéticas. 

Cohen y sus colabores llevaron a cabo una investigación sistemática sobre la 

funcionalización post-sintética de los sistemas porosos IRMOF-3, [Zn4O(H2N-

BDC)3] y UMCM-1-NH2, [Zn4O(BDC-NH2)(BTB)4/3] (H2N-H2BDC: ácido 2-amino-

1,4-bencenodicarboxílico) (H3BTB: ácido 4,4’,4’’-benceno-1,3,5-triil-tribenzoico). 

La presencia de  grupos -NH2 no coordinantes en los espaciadores orgánicos 

permitió llevar a cabo la síntesis de grupos NONOatos liberadores de NO, 

dando lugar a los MOFs IRMOF-3-NONO y UMCM-1-NONO, 

respectivamente.164 Es de destacar que la modificación post-sintética no 

conlleva cambios en la estabilidad o cristalinidad de la estructura. El IRMOF-3-

NONO y el UMCM-1-NONO son capaces de liberar 0.51 ± 0.11 y 0.10 ± 0.01 

mmol de NO / g MOF, respectivamente. El IRMOF-3-NONO presenta una 

capacidad de adsorción/liberación de NO intermedia, puesto que libera mucho 

más NO que el MOF HKUST-1, pero 3.5 veces menos que la serie CPO-27. 

Asimismo, se ha demostrado que el almacenamiento de NO se produce gracias 

a la formación de NONOatos, ya que los compuestos no modificados IRMOF-3 

y UMCM-1 no son capaces de adsorber/liberar NO en las mismas condiciones. 

A pesar de los buenos resultados obtenidos mediante la modificación post-

sintética, cuando los materiales IRMOF-3-NONO y UMCM-1-NONO se 
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as NONOate functional groups are attractive for NO release.
They transformed MOFs containing pendant amines, IRMOF-3
and UMCM-1-NH2, with NO into IRMOF-3-NONO and
UMCM-1-NONO, respectively. They reported that modified
MOFs visually showed no signs of degradation after treatment
with NO and preserved their crystallinity. IRMOF-3-NONO
(UMCM-1-NONO) released 0.51 ( 0.11 mmol (0.10 ( 0.01)
NO per gram of material. IRMOF-3-NONO releases muchmore
NO than HKUST-1, but 3.5 times less than the highest NO-
releasing MOF (7 mmol NO per g of material). Results of this
study demonstrated that NO release only occurs from amine-
containing MOFs because structurally identical MOFs, IRMOF-
1 and UMCM-1, which lack the pendant amine groups, showed
no release of NO when treated under identical conditions. It is
important to note that the NONOate functionality in IRMOF-3-
NONO and UMCM-1-NONO shows some instability as a 20%
decrease in NO release was observed when the samples were tested
10 days after the initial release study. The authors commented
that this instability is not surprising sinceNONOate functionality
within the MOF may be in its protonated form, which is more
hygroscopic and less stable than the sodium salt analogs.

Because biological applications of MOFs are only starting, the
number of experiments on NO storage and delivery capacity of
MOF is limited to the studies we discussed above. One of the
major issues raised when discussing the applications of MOFs is
their stability. The requirement for the stability of MOFs for
biomedical applications is that the material remain intact long
enough for the delivery of the therapeutic agent. For the majority
of applications related to the delivery of NO, delivery for a short
period of time (a few days up to a week) is required, which seems
not a difficult goal to reach based on the published studies in this
area. For example, a recent study showed that CPO-27-Co and
CPO-27-Ni can store NO up to 20 weeks without significant
change in the amount of releasable NO,80 which indicates that
MOFs are promising candidates for NO storage given their high
adsorption capacity. However, one issue that remains open is the
toxicology of these MOFs, particularly CPO-27-Co. One can
argue that the Zn analog of CPO series is much more suitable in
terms of toxicology but it is known that some Zn-based MOFs
such as IRMOFs can be unstable under humid environment.41

Experiments of Dietzel and co-workers’ showed that CPO-27-Zn
exhibits several phase transitions and undergoes considerable
strain upon dehydration.85 There is still a reason to be optimistic

for using CPO-27-Ni as a NO storagematerial since the preliminary
experiments reported that ∼5 mmol NO/g of material can be
adsorbed after extensive activation of the material.

5. MOFS AS POTENTIAL IMAGING AGENTS

In the area of biomedical imaging, nanomaterials have been
actively studied as new molecular probes.86,87 The typical nano-
sized imaging probes have been based on purely inorganic
materials such as quantum dots, superparamagnetic metal oxides,
gold nanoparticles, or nanoshells.88-94 MOFs as hybrid organic-
inorganic materials have already shown promise in catalysis, gas
storage, drug delivery, and nonlinear optics.95-99 For example, Li
et al.100 fabricated nanosheets of a fluorescent MOF, [Zn(BDC)-
(H2O)]n, and reported that fluorescence property of this MOF is
highly sensitive to ethylamine.

A recent study by Rieter et al. demonstrated the potential use
of nanoscale MOFs as multimodel imaging probes designed by
incorporation of suitable metal ions and organic moieties using a
microemulsion-based approach.75 This application resulted in
nanoscale particle size as opposed to the macroscopic crystalline
material achieved in typical MOF synthesis. In their approach,
the researchers were able to synthesize nanorods and nanoplates
using microemulsion of GdCl3 and bis(methylammonium)-
benzene-1,4-dicarboxylate in the cationic cetyltrimethylammo-
niumbromide (CTAB)/isooctane/1-hexanol/water or GdCl3
and tri(methylammonium)benzene-1,2,4-tricarboxylate (1,2,4-
BTC) in the TAB/isooctane/1-hexanol/water system, respectively.
Due to the presence of Gd3þ centers in the nanoscale MOFs, these
nanorods and nanoplates were investigated as contrast agents for
magnetic resonance imaging (MRI). MRI is a powerful and
noninvasive technique used to differentiate diseased tissues from
normal tissues based on their varied NMR water proton signals,
which occurs as a result of different water densities or nuclear
relaxation rates. Therefore, when a magnetic field is applied, the
capacity of metal-based MOFs to modify the relaxation times of
water protons in the surrounding medium will be directly related
to the relaxivity of the material. Metal ions such as Gd3þ are
frequently used to improve image contrast by increasing water
proton relaxation rates. Current metal-chelate-based agents exhibit
modest longitudunal relaxivities, and require administration in
large amounts in order to provide sufficient MR contrast. Rieter
et al. have shown that nanorods were more efficient in enhancing
water signals compared to the clinically used OmniScan. Further-
more, nanorods of∼100 nm long and∼40 nm in diameter (with
∼4.5 " 105 Gd3þ/nanorod) had a modest longitudinal value
(35.8 s-1 per mM of Gd3þ and ∼1.6 " 107 s-1 per mM of
nanorod), at least an order of magnitude higher than those of
Gd3þ containing liposomes which have been shown to be effective
target-specific MR contrast agents for cancer and cardiovascular
disease.101 These relaxivities that nanoscale MOFs exhibited
were very high on a per mM of Gd3þ basis and per mM of nano-
particle basis which may allow their use as contrast agents
depending on the MR pulse sequence. Molecular targeting of
nanoscale MOFs to biomarkers that are associated with certain
diseased cells should be feasible to potentially lead to a new class
of target-specific multimodal imaging contrast agents.

Rieter et al. further demonstrated the possibility of surface
modification and functionalization of MOF materials.76 The
authors developed a general technique to coat nanoscale MOFs
with silica shells of variable thickness. These shells not only con-
tribute to the core stability of nanoscale MOFs, but also allow for

Figure 10. Experimental measurements for amount of NO adsorbed at
room temperature at 1 bar in different MOFs.44,80,82
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almacenan durante 10 días, el 20% del NO se pierde, lo que demuestra que los 

grupos NONOatos no son muy estables.  

 

Hasta la fecha, se han realizado pocos estudios acerca de la aplicación 

de los MOFs en la liberación de NO en el campo de la medicina. Al igual que 

en la liberación de otro tipo de moléculas bioactivas, la estabilidad de los MOFs 

debe tenerse en cuenta para su aplicación como liberadores de gases 

terapéuticos. Para aplicaciones biológicas resultaría interesante obtener MOFs 

capaces de almacenar y liberar NO durante días e incluso semanas. En este 

sentido, un estudio reciente muestra como el CPO-27-Co y el CPO-27-Ni son 

capaces de almacenar NO durante 20 semanas,161 lo que indica que estos 

materiales son unos candidatos excelentes para el almacenamiento y liberación 

de NO. Sin embargo, debe tenerse en cuenta la toxicidad de estos materiales, 

sobre todo en el caso del CPO-27-Co.  

 

En otro orden de cosas, existen diferentes técnicas de diagnóstico muy 

poderosas y no invasivas, tales como la imagen por resonancia magnética 

nuclear (RMN), la imagen óptica y la tomografía computacional, que permiten 

diferenciar entre tejidos normales y enfermos. Dichas técnicas poseen 

suficiente resolución espacial, pero tienen una baja sensibilidad. Por ello, son 

necesarios agentes de contraste que permitan identificar el tejido enfermo con 

una alta especificidad, especialmente, en tejidos blandos del sistema nervioso 

central, digestivo, linfático, cardiovascular, en hígado y pulmón. Los agentes de 

contraste utilizados para las técnicas de diagnóstico mencionadas 

anteriormente suelen estar basados en iones Mn(II) y Gd(III). Aunque dichos 

iones garantizan una considerable mejora en el contraste, debido a su toxicidad 

deben administrarse como quelatos. Los quelatos de Gd(III) proporcionan un 

aumento de la componente de relajación T1 o positivo, mientras que los 

materiales supermagnéticos, como las nanopartículas de óxido de hierro, 

proporcionan un aumento de la componente de relajación T2 o negativo. La 

efectividad de los agentes de contraste se evalúa mediante estudios de 

relajación (r1 para un aumento positivo y r2 para un aumento negativo) siendo 

los agentes más eficientes los que presentan valores de relajación mayores.165 

La aplicación de nanoMOFs basados en Gd(III) como agentes de contraste fue 
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ensayada por primera vez por Lin y colaboradores. Los nanoMOFs 

[Gd(BDC)1.5(H2O)2] (BDC = 1,4-bencenodicarboxilato) y [Gd(BTC)(H2O)3]"H2O 

(BTC = 1,2,4-bencenotricarboxilato) presentan valores de r1 mucho mayores 

(35.8 y 13 mM-1 s-1, respectivamente) que el actual agente de contrate utilizado 

Omniscan (4.1 mM-1 s-1).166 Varios estudios publicados demuestran que los 

nanoMOFs basados en el ión metálico Gd(III) presentan valores de relajación 

en RMN extraordinariamente altos.167 Hay que destacar que, a diferencia de los 

quelatos de Gd(III) normalmente utilizados, algunos nanoMOFs de Gd(III) 

pueden actuar como agentes de contraste de tipo T2. Por otro lado, el valor de 

relajación de las nanopartículas es inversamente proporcional al tamaño de 

partícula, así, partículas más pequeñas presentan un mayor tiempo de 

relajación.  

 

Debido a la toxicidad del ión Gd(III), la utilidad in vivo de algunos de 

estos nanoMOFs es incierta por lo que es necesaria la búsqueda de otros 

nanoMOFs con aplicación en RMN basados en otros metales menos tóxicos. 

En este sentido, recientemente, se ha descrito varios nanoMOFs basados en 

Mn(II) [Mn(BDC)(H2O)2] y [Mn3(BTC)2((H2O)6] y recubiertos por sílice. A pesar 

de que estos nanoMOFs presentan un tiempo de relajación modesto, se ha 

conseguido mejorar la señal introduciendo en sus cavidades iones Mn(II). El 

aumento de la señal se debe a la liberación de iones Mn(II) adsorbidos 

previamente en el nanoMOF.168 Por otro lado, Horcajada y colaboradores 

demostraron la aplicabilidad en RMN de una serie de nanoMOFs basados en el 

ion biocompatible Fe(III) (MIL-88A y MIL-100), y de sus versiones recubiertas 

con una capa de polietilenglicol (PEG) (MIL-88A-PEG y MIL-100-PEG); para los 

que se obtuvieron valores de relajación r2 de 56, 73, 95 y 92 mM-1 s-1, 

respectivamente. Experimentos con ratas tipo Wistar confirmaron que, tras la 

inyección de una suspensión de MIL-88A en hígado y bazo, estos órganos eran 

visiblemente más oscuros que el control, y que trascurridos 3 meses del 

tratamiento, las nanopartículas se habían eliminado (Figura 1.40).152 Por último, 

se han descrito nanoMOFs capaces de incorporar en sus estructura 

nanopartículas de óxido de hierro que también tienen aplicación en RMN.169 
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Figura 1.40. Imágenes de RMN tomada con gradiente eco (a, c, d, f) y gradiente espín-eco (b, 

e). A la izquierda, se muestra el control y a la derecha las imágenes 30 minutos después de 

inyectar como agente de contraste 200 mg Kg-1 de MIL-88A. Se puede observar la diferencia 

de los órganos tratados hígado y bazo. (dm, músculo dorsal; k, riñón; li, hígado; s, bazo; st, 

estómago). 

 

Otra aplicación de los MOFs en el campo de la medicina de diagnóstico, 

es en técnicas de imagen óptica. Estas técnicas se basan en el uso de luz 

(normalmente visible) para excitar sondas moleculares fluorescentes, 

diseñadas para el contraste de una gran variedad de procesos biológicos, 

como la expresión de proteasas (apoptosis o inflamación), angiogénesis o 

microcalcificaciones óseas, entre otros. Las técnicas de imagen óptica se 

utilizan en estudios biológicos in vivo y ex vivo, aunque en estudios in vivo 

están limitadas por la penetración débil de la luz a través de los tejidos.170 A 

pesar de que existe una gran variedad de nanoMOFs luminiscentes, todavía no 

se han evaluado como agentes biológicos de contraste.171 En algunos casos, la 

luminiscencia no es la idónea puesto que presentan rendimientos cuánticos 
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Figure 4 |Magnetic resonance images. The images were acquired with gradient echo (a, c, d, f) or spin echo (b, e) sequence of control rats (left; a–c) and
rats injected with 220mg kg

−1
MIL-88A (right; d–f), in liver (a, b, d, e) and spleen (c, f) regions. 30min after injection, product effect is observable on the

liver and spleen. (dm, dorsal muscle; k. kidney; li, liver; s, spleen; st, stomach.)

process is governed mainly by diffusion from the pores and/or
drug–matrix interactions and not by theMOF degradation. Indeed,
the total delivery of AZT-TP occurred within 3 days, when only
approximately 10% of MIL-100 was degraded. Moreover, tests
carried out in nanoparticles with smaller pore size than the drug
dimensions have shown very low drug capacities and ‘burst’ release
kinetics. This suggests that, in this last case, the drug was adsorbed
only onto the external surface and not within the pores (see
Supplementary Information, Fig. S20).

The promising data obtainedwithAZT-TP inMIL-100 nanopar-
ticles incited us to evaluate, in vitro in human peripheral blood
mononuclear cells infected by HIV-1-LAI (see Supplementary Sec-
tion S10), the anti-HIV activity of AZT-TP. A significant anti-HIV
activity was observed only for (AZT-TP)-charged nanoparticles
(about 90% inhibition of HIV replication) for a concentration of
200 nM in AZT or AZT-TP. In parallel, the empty nanoparticles
demonstrated no cytotoxic effects, even at the highest tested dose
(10 µgml−1 of nanoparticles).

From the above results, it is clear that porous iron(iii)
carboxylates currently represent the best nanocarriers for the drug
release of important drugs. Their unprecedented encapsulation
capacities apply to a large number of challenging drugs, not
only hydrophilic (AZT-TP, CDV, urea and benzophenone 4) but
also hydrophobic (doxorubicin, ibuprofen and benzophenone 3)
and amphiphilic (busulfan and caffeine) molecules (Table 1; see
Supplementary Section S13; Table S6). The adaptive internal
microenvironment (for example, amphiphilic polar metal and
non-polar linker) of the pores of this family of solids could probably
explain the exceptional qualities of these porousmaterials.

Finally, we have investigated the potential of the nanoMOFs
as contrast agents. We first proved by Mössbauer spectroscopy
that the MOFs themselves (and not eventual iron oxide and/or
hydroxide degradation products) act as contrast agents. Magnetic
resonance imagingmeasurements have beenmade onWistar female
rats 30min after injection of 220, 44 and 22mg kg−1 suspensions
of MIL-88A nanoparticles (Fig. 4 and Supplementary Section S14).
Both gradient echo and spin echo sequences show that the treated
organs are darker than the normal ones (Fig. 4d–f versus Fig. 4a–c.).
The resulting aspects of the liver and the spleen are indeed different
between control and treated rats (Supplementary Figs S21 and S22).
Also, three months after injection, the liver and spleen returned to
a similar appearance to that of the untreated animals (results not
shown). This is in accordance with the temporary accumulation of
the nanoparticles in these organs, as discussed previously.

The favourable in vivo detection of the iron carboxylate MOF
nanoparticles makes them interesting candidates for contrast
agents, and, to the best of our knowledge, this represents the
first example for iron-based MOFs. However, some examples of
MOFs based on Gd (ref. 12) or Mn (ref. 14) as potential contrast
agents have been recently reported. The efficiency of our iron-
based nanoMOFs is directly related to their relaxivity, in other
words their capacity to modify the relaxation times of the water
protons in the surrounding medium when a magnetic field is
applied. The higher the quantity and the mobility of the metal
coordinated water in the first and second coordination spheres,
the higher the relaxivity. In this sense, our MOF nanoparticles
possess not only paramagnetic iron atoms in their matrix, but also
an interconnected porous network filled with metal coordinated

176 NATUREMATERIALS | VOL 9 | FEBRUARY 2010 | www.nature.com/naturematerials
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bajos. En otros casos, siguiendo la misma estrategia que para la liberación 

controlada de fármacos, la sonda fluorescente se ha incorporado a la red 

porosa, ya sea por modificación post-sintética o por encapsulación. La 

posibilidad que ofrecen los MOFs de combinar bioactividad e imagen, ha dado 

lugar a la aplicación de estos sistemas en teragnosis. Un ejemplo es el 

nanoMOF MIL-101_NH2 que puede modificarse post-sintéticamente gracias a 

la presencia de grupos -NH2 en el esqueleto estructural. De hecho, ha sido 

posible incorporar a la estructura del  MIL-101_NH2 el fármaco anticancerígeno 

cisplatino (12.8% en peso) y el fluoróforo BODIPY (5.6 – 11.6% en peso) 

haciendo reaccionar etoxisuccinato de cisplatino (ESCP) y bromuro de boro-

dipirrometeno, respectivamente, con los grupos amino del esqueleto estructural 

con el fin de combinar técnicas de imagen óptica con terapia anticancerígena 

en este nanoMOF (Figura 1.41). Como resultado de la desactivación 

fluorescente o quenching del Fe(III), el agente fluoróforo se activa al ser 

liberado. Sin embargo, las nanopartículas han de recubrirse con sílice para 

aumentar la estabilidad del MOF, y así controlar la liberación del 

fármaco/fluoróforo adsorbido.172 

 
Figura 1.41. Método utilizado para la modificación post-sintética del MOF MIL-101_NH2, con la 

incorporación del fármaco anticancerígeno cisplatino y el grupo fluoróforo BODIPY. 

 

Finalmente, la tomografía computacional es un procedimiento de 

diagnóstico basado en el uso de rayos X para la obtención de imágenes 

transversales del cuerpo. En tomografía computacional es necesario el uso de 

elementos con número atómico (Z) elevado, como I, Ba y Bi, que han de 

Supporting Information).9 The amount of NH2-BDC incorporated
into 1a was quantified by NMR after digesting the particles with
Na4EDTA and methylating the carboxylate groups of BDC and
NH2-BDC. The ratio of NH2-BDC incorporation was slightly higher
than the ratio in the feed in most cases except the sample with
17.5 mol % NH2-BDC in the feed that had 17.4 mol % NH2-BDC
incorporation. The sizes and morphologies of the 1a particles are
similar to those of 1 regardless of the NH2-BDC percentage (Figure
1b).10 The 1a particles with 17.4 mol % NH2-BDC were used for
all the subsequent studies in this work.

The presence of amino groups on the particles of 1a allows for
covalent attachment of biologically relevant cargoes through
postsynthetic modifications (Scheme 1). Based on our previous
work, we expect NMOFs 1 and 1a to be biodegradable and to
provide an interesting nanodelivery vehicle for imaging contrast
agents and anticancer drugs by slow release of the cargoes via
NMOF degradation. We first loaded a optical imaging contrast agent
by treating 1a particles with 1,3,5,7-tetramethyl-4,4-difluoro-8-
bromomethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene (Br-BODIPY) in THF
at rt for 2 days. The BODIPY-loaded particles (1b) were isolated
by centrifuging, and the unreacted dye was removed by washing
with THF. The BODIPY loading was determined to be 5.6-11.6
wt % based on the absorbance of the BDC-NH-BODIPY dye (at
498 nm) after digesting the 1b particles with Na4EDTA. This

corresponds to an NH2-BDC to BDC-NH-BODIPY conversion
efficiency of 20.9 to 40.3%. Thermogravimetric analysis (TGA)
showed an increased weight loss that is consistent with the BODIPY
grafting. SEM images show that the sizes and morphologies of the
particles 1a remain essentially unchanged after BODIPY loading
(Figure 1c). PXRD studies indicated the particles of 1b maintain
the MIL-101 structure (Figure 2). BODIPY-grafted 1b is nonemis-
sive due to luminescence quenching by the d-d transitions of the
Fe(III) centers.

We also loaded a prodrug of cisplatin into 1a by postsynthetic
modification. The ethoxysuccinato-cisplatin (ESCP) prodrug, c,c,t-
[PtCl2(NH3)2(OEt)(O2CCH2CH2CO2H)], was first activated by 1,1-
carbonydiimidazole and then reacted with a dispersion of 1a in
DMF at room temperature. The ESCP-loaded particles 1c were
isolated by centrifuging and washed with DMF and ethanol. SEM
imaging showed no change in the particle size or morphology after
ESCP loading (Figure 1d), whereas PXRD studies showed that the
ESCP-loaded particles (1c) retained the MIL-101 structure. The
ICP-MS results showed that the Pt/Fe weight ratio for 1c with 16
mol % NH2-BDC was 0.208. A Pt/Fe weight ratio of 0.559 would
be expected if all the amino groups had been functionalized with
the ESCP. 37.3% of all the available NH2-BDC groups in 1c were
thus functionalized with ESCP. For a sample of 1c with 17.4 mol
% NH2-BDC, a Pt/Fe weight ratio of 0.244 was obtained, which
represents a conversion efficiency of 40.2% of NH2-BDC to BDC-
NH-ESCP. Amino-functionalized MIL-101 (Fe) nanoparticles thus
provide an efficient platform for delivering the ESCP prodrug with
an overall payload of 12.8 wt %. Particles 1c with 17.4 mol %
NH2-BDC were used for subsequent experiments.

The covalent grafting of BODIPY and ESCP allowed us to
determine the stability of MIL-101 (Fe) nanoparticles in biologically
relevant media. As the BODIPY dye is released from the 1b
particles, the solution exhibits a fluorescence signal characteristic
of the BDC-NH-BODIPY species. The release of the BODIPY dye
from 1b was determined by measuring the fluorescence spectra of
the aliquots at different time points. As shown in Figure 3, the
BDC-NH-BODIPY dye is readily released from the 1b particles
with a t1/2 of ∼2.5 h in 8 mM PBS buffer at 37 °C. Since the
BODIPY dye is covalently attached to the NH2-BDC via the robust
amine linkage, the release of BODIPY must be due to the
degradation of the 1b particles. Consistent with this, the recovered
particles lost the diffraction peaks due to the MIL-101 structure,
suggesting the formation of the amorphous iron phosphate (Scheme
1). We verified the degradation of MIL-101 (Fe) nanoparticles in
PBS buffer by examining the release of BDC-NH-ESCP from the
1c particles.11 ICP-MS studies indicated that the BDC-NH-ESCP
was steadily released from 1c with a t1/2 of ∼1.2 h in PBS buffer
at 37 °C (Figure 3).

Because of the instability of the nanosized MIL-101 (Fe) particles
in PBS buffer, we attempted to slow down the cargo release by
coating the particles with a thin silica layer. Numerous attempts
using a previously established procedure based on base-catalyzed
hydrolysis of tetraethoxysilane led to the decomposition of the
particles of 1.12 The nanosized MIL-101 (Fe) particles readily
decompose under basic conditions to presumably form amorphous
iron hydroxide (oxide) phases. An alternative procedure using
Na2SiO3 as the silica source led to successful coating of MIL-101
(Fe) nanoparticles with a uniform layer of silica. SEM imaging
showed no discernible change of the morphology upon silica coating
(Figure 1e), but energy dispersive X-ray (EDX) analysis showed
the presence of silicon (with a Si/Fe molar ratio of 1.4) in the
particles of 1@silica. Consistent with this, TGA analysis indicated
a decreased percent weight loss (by ∼26%) in the 200-400 °C

Figure 2. PXRD patterns of MIL-101 (Cr) simulated form the CIF file,
MIL-101 (Fe) nanoparticles (1), amino-containing nanoparticles (1a), silica-
coated particles (1a@silica), and BODIPY-loaded particles (1b).

Scheme 1

14262 J. AM. CHEM. SOC. 9 VOL. 131, NO. 40, 2009
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administrarse en dosis elevadas (decenas de gramos) para conseguir un 

contraste adecuado. Un nanoportador se considera adecuado cuando es capaz 

de proporcionar un mayor contraste que los elementos libres. Lin y 

colaboradores han sintetizado varios nanoMOFs basados en el ligando I4-BDC 

(2,3,5,6-tetraiodo-1,4-bencenodicarboxilato) unido a iones Cu(II) o Zn(II).173 

Mediante tomografía computacional, se ha demostrado que estos compuestos 

presentan una atenuación de rayos X mayor que el agente de contraste 

comercial iodixanol. La mayor atenuación que presentan estos nanoMOFs se 

debe a la contribución de los centros metálicos presentes en la estructura. Los 

nanoMOFs se presentan como una alternativa interesante en tomografía 

computacional como plataforma de otros elementos con elevado numero 

atómico. 

 

Teniendo en cuenta la información expuesta en este apartado, los MOFs 

ofrecen una gran diversidad de aplicaciones en biología y medicina. La gran 

variedad de estructuras y composiciones, y la habilidad de portar agentes 

terapéuticos y de imagen, los hacen buenos candidatos para aplicaciones 

biológicas. Sin embargo, existen pocos ejemplos de MOFs que combinen una 

aceptable toxicidad, biodegradación y liberación controlada de moléculas 

bioactivas. Por lo tanto, existe la necesidad de continuar investigando con 

mayor profundidad en la obtención de MOFs como sistemas para la liberación 

controlada de fármacos que presenten una aceptable toxicidad así como una 

cinética y capacidad de adsorción/liberación de fármaco adecuadas para su 

aplicación en medicina.  
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1.4 Nuestra investigación 

1.4.1 Química biosupramolecular de asociaciones multinucleares de 

coordinación 

 

El descubrimiento casual de la actividad antitumoral del cisplatino ha 

sido el origen del desarrollo masivo de nuevos compuestos organometálicos 

para el tratamiento del cáncer. La unión de complejos metálicos a la molécula 

de ADN a través de la formación de enlaces metal-ligando (por ejemplo, 

cisplatino, carboplatino, etc.) ha sido estudiada en gran medida. Sin embargo, 

los efectos secundarios derivados del uso de estos metalofármacos 

convencionales, requiere del desarrollo de nuevos compuestos con un 

mecanismo de acción diferente. 

 

En este sentido, nuestro grupo de investigación se ha centrado en 

diseñar, sintetizar y caracterizar nuevos compuestos de coordinación 

polinucleares cíclicos, capaces de interaccionar, de manera no covalente, con 

el ADN, con el fin de conseguir una interacción más selectiva y secuencial de 

dichos complejos con la doble hélice. 

 

Las interacciones no covalentes de complejos metálicos con el ADN es 

un área poco estudiada, que se centró inicialmente en complejos con unidades 

planas capaces de intercalarse entre las bases de las hebras de ADN. El 

diseño racional mediante el uso de bloques estructurales precursores de 

geometría adecuada (fragmentos metálicos y ligandos puente), es la base para 

la obtención de compuestos de coordinación polinucleares cíclicos, de tamaño 

y forma adecuada, que permitan dar procesos de reconocimiento molecular en 

el interior de sus cavidades. Nuestro grupo de investigación se ha centrado en 

el uso de iones metálicos con posiciones de coordinación protegidas (con el fin 

de impedir la formación de polímeros) coordinados a ligandos orgánicos con 

posiciones de coordinación dirigidas, favoreciendo de esta manera la formación 

de oligómeros cíclicos, que imitan la estructura de los calixarenos orgánicos. 

 

Para lograr un método de síntesis versátil y racional, la elección 

adecuada de diferentes parámetros de los bloques estructurales precursores es 
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la base para diseñar, modular y funcionalizar los sistemas deseados. Esto se 

ha conseguido mediante el uso de iones metálicos con geometrías 

planocuadradas (Pd(II),  Pt(II), etc) y octaédricas (Ru(II)) y ligandos N-

heterocíclicos puente, lineales y angulares, con disposición de los vectores de 

átomos donadores a 90º, 120º y 180º (Figura 1.42)  

 

 
Figura 1.42. Ligandos puente lineales a) 4,4’-bipiridina, b) 4,4’-azopiridina, c) trans-1,2-bis(4-

piridil)-eteno. Ligandos pirimidínicos angulares d) 2-hidroxipirimidina, e) 4-metil-2-

hidroxipirimidina, f) 4,6-dimetil-2-hidroxipirimidina, g) 5-carboxi-pirimidina, h) 5-X-

hidroxipirimidina (X = F, Cl, Br y I), i) 4,7-fenantrolina. Carbono, Nitrógeno, Oxígeno, Halógeno.  

 

El uso de estos ligandos para la síntesis de oligómeros cíclicos, permite 

la síntesis de metalocalix[n]arenos de tipo homotópico y heterotópico. 

Posteriormente, con el fin de obtener nuevas propiedades electroquímicas, 

nuestro grupo de investigación estudió la funcionalización de estos sistemas 

utilizando fragmentos de tipo cis-[aPd(Cl)2] (a: ferrocenilmetilbis(2-piridil)amina), 

y un nuevo ligando pirimidínico, la 5-etinilferroceno-2-hidroxipirimidina. 

 

Las propiedades estructurales de los oligómeros cíclicos juegan un papel 

fundamental en procesos de reconocimiento molecular. En este sentido, la 
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carga catiónica de los centros metálicos contribuye a la participación de las 

interacciones de carácter no covalente frente al ADN aniónico. La interacción 

de los metalocalix[n]arenos sintetizados por nuestro grupo de investigación con 

mononucleótidos da lugar a una primera fase de reconocimiento molecular de 

naturaleza no covalente seguida de una reacción de intercambio de ligandos 

que conduce a la formación de enlaces de coordinación M-mononucleótidos y 

diversas reacciones de degradación (Figura 1.43).174 Los metalocalix[n]arenos 

sintetizados interaccionan con ct-ADN (calf thymus DNA), demostrando la 

capacidad de estas especies cíclicas para procesos de reconocimiento 

molecular. Además, dicha interacción da lugar a importantes e inusuales 

cambios conformacionales en la estructura del ADN, lo que sugiere una 

interacción selectiva y secuencial de dichos complejos a la doble hélice. 

 
Figura 1.43. Proceso de reconocimiento supramolecular entre el metalocalix[3]areno [((S,S)-

dach)Pd(phen)]36+ (dach = S,S-1,2-diaminociclohexano, phen = 4,7-fenantrolina) y el nucleótido 

AMP (adenosín monofosfato). 

 

Por otro lado, nuestro grupo de investigación ha sintetizado una serie de 

compuestos de coordinación cíclicos basados en Ru(II) capaces de dar 

interacciones no covalentes con el ADN, induciendo cambios conformacionales 

importantes (Figura 1.44). Estas cajas supramoleculares, al contrario que los 

metalocalix[n]arenos descritos anteriormente, no sufren reacciones de 

intercambio de ligandos con biomoléculas N-dadoras (nucleobases). Por otro 

lado, algunos de estos compuestos cíclicos son capaces de reaccionar con 

biomoléculas S-dadoras (cisteína). Los resultados de citotoxicidad confirman la 

actividad antiproliferativa de estos compuestos frente a diversas líneas 

celulares, demostrándose en algunos casos una actividad citotóxica mayor que 

la del cisplatino.175  

Scheme 1 Self-assembly process between (dach)PdII entities and 4,7-phenanthroline to give cyclic [a2Pd(phen)]3
6! species.

equivalence of the two halves of the heterocycle. This is illus-
trated by the lowering of the symmetry of the complex cations
from C3v to C3 due to the chiral nature of the ancillary dach
ligands. Thus, for the latter species, the H3,8 and H5,6 reson-
ances split into two signals (Fig. 1). This effect is, however, not
extended to the H1,10 and H2,9 resonances which can be
related to the larger separation of H1, H2, H9 and H10 hydro-
gen atoms from the chiral centres. There are also additional
features in the 1H NMR spectra that should be highlighted. For
instance, there is an unusual large low field shift for the H5,6
resonances (∆δ = !3.9 ppm) which can be related to the dis-
position of the H5 and H6 protons over the metal coordination
plane.22

The extended aromatic nature of the phenanthroline hetero-
cycles together with their cone arrangement in the complex
cations result in a more rigid molecular vase than the conform-
ationally flexible molecular triangle [(en)Pd(2,2-bipyrazine)]3

3!

reported by Lippert and co-workers 11 which make the here
reported species more suitable for giving supramolecular inter-
actions inside their cavities. In fact, the presence of two nitrate
anions, one included in the cone cavity and the other one placed
below the lower rim of the molecular vase in the crystal struc-
ture of [(en)M(phen)]3(NO3)6

20 proves its affinity for the
encapsulation of anionic species. This property together with
the suitability of the phenanthroline rings for giving π–π inter-
actions 23 prompted us to assay the receptor abilities of 1, 2a
and 2b towards mononucleotides in aqueous solution. More-
over, the fact that these systems are always found in their
cone conformation, with an upper rim opening of ca. 8.5 Å,
facilitates the inclusion of guest molecules of this size.

The 1H NMR experiments, run in deuterium oxide, are indi-
cative of a shielding of the phenanthroline ring upon mono-
nucleotide addition which agrees with the expected π–π
interactions. The largest effect on the host resonances, upon
guest addition, is on the resonances of the H1 and H10 phen-
anthroline protons, which are placed on the easily accessible
upper rim of the metallacalix[3]arene cavity and are highfield
shifted (Fig. 2). The π–π interactions are, as expected, larger for
the purine mononucletides than for the pyrimidine mono-
nucleotides with the concomitant effect on the association con-
stant values (see below).2 The mononucleotide inclusion inside
the complex cavity is further illustrated by the much larger
shielding of the mononucleotide aromatic protons than the
receptor signals (Fig. 2). Moreover, the shifting of the AMP
signals is also indicative of the geometry of the host–guest
assembly which agrees with the deeper inclusion of the pyrim-
idine moiety of the purine heterocycle. This feature is illustrated
by the much larger shifting of the H2 signal than the H8 one
upon exposure of the metallacalix[3]arene host to the purine
containing mononucleotides (Fig. 2). In addition to the up-field
shift of the proton signals for both the metallacalixarene host
and the mononucleotide guest a change in the multiplicity of
the H1,10 resonances upon guest addition is noteworthy. This
may be indicative of lowering of the host symmetry upon guest
inclusion related to a relative slow guest exchange rate. The
up-field shift of both host and guest molecules due to π–π

interactions taking place inside the host cavity can be related
to the molecular recognition processes of the homochiral tri-
angle [Cp*Rh(2"-deoxyadenosine)]3

3! reported by Fish and
co-workers.13a,b which acts as a 1H NMR shift reagent.24

The 1H NMR titrations of the metallacalixarenes have per-
mitted the determination of the association constants for this
type of supramolecular interactions, in aqueous solution,
(Table 1) showing that this kind of metallacalixarenes act as
receptors for biologically relevant anions in a competitive sol-
vent such as water. In the case of the chiral species 2a and 2b,
we expected some degree of enantioselectivity. This phen-
omenon is, however, not large enough to be revealed in the 1H
NMR experiments. Thus, when we added different mono-
nucleotides to a 1 : 1 mixture of 2a and 2b no resolution of the
racemate is observed in the 1H NMR spectra.18 This result may
be related to the relative long separation between phenan-
throline H1 and H10 protons, which are the most affected by
the supramolecular interactions with mononucleotides, and the
chiral residues.

Fig. 2 Effect of the supramolecular recognition process between
[((S,S )-dach)Pd(phen)]3

6! and AMP (pD = 7.1) on the 1H NMR
spectrum. (a) Free [((S,S )-dach)Pd(phen)]3

6! (2.5 × 10#3 M);
(b) addition of 1 eq. of AMP; (c) addition of 3 eq. of AMP; (d) free
AMP (2.5 × 10#3 M). The asterisk denotes the AMP signals. 1H NMR
(400 MHz) run in D2O at 293 K.

1564 D a l t o n  T r a n s . , 2 0 0 4 ,  1 5 6 3 – 1 5 6 6
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Figura 1.44. Estructura cristalina de los compuestos supramoleculares 

[(cimeno)4Ru4(Hoxonato)2(4,4’-bpy)2]4+ (izquierda) y [(cimeno)4Ru4(Hoxonato)2(4,7-phen)2]4+ 

(derecha). (H3oxónico: ácido 4,6-dihidroxi-2-carboxi-1,3,5-triazina), (4,4’-bpy: 4,4’-bipiridina), 

(4,7-phen: 4,7- fenantrolina). Carbono, Nitrógeno, Oxígeno, Rutenio. 

 

1.4.2 MOFs: aplicaciones en almacenamiento y separación de gases y 

captura de compuestos orgánicos volátiles.  
 

Un gran número de MOFs publicados hasta la fecha presentan el 

inconveniente de tener una baja estabilidad térmica, química y mecánica en 

comparación con los materiales porosos clásicos (zeolitas y carbones activos). 

La estabilidad del material es una propiedad que se debe tener muy en cuenta 

la hora de considerar las posibles aplicaciones prácticas de los MOFs. En un 

intento de racionalizar la estabilidad de los MOFs, Low y colaboradores 

estudiaron la estabilidad hidrotermal de algunos de los MOFs descritos en 

bibliografía (Figura 1.45).176 La mayor parte de estos MOFs están basados en 

ligandos de tipo carboxilato que forman enlaces metal-ligando bastante lábiles 

y, como consecuencia, dan lugar a redes metalorgánicas con una gran 

sensibilidad a la hidrólisis.177  

Article Inorganic Chemistry, Vol. 48, No. 15, 2009 7417

variable-temperature 1H NMR measurements, which
shows the stabilization of the 1,3-alternate conformer at
high temperatures.
The X-ray crystal structure investigation on 2b⊂4,

7-phen shows that this species crystallizes in the orthor-
hombic P212121 space group, and it is composed of
rectangular tetranuclear [Ru4(cymene)4(Hoxonato)2-
(4,7-phen)2]

4þ cationic open boxes (Figure 3), in which
theHoxonato and 4,7-phen ligands show, respectively,N,
O,N0,O0-exotetradentate andN4,N7-exobidentate coordi-
nation modes, bridging Ru(II) centers 5.6 and 7.9 Å
apart. The open boxes adopt the cone conformation,
thereby creating a vaselike cavity suitable for molecular
recognition processes. Indeed, the wider entrance of the
cone hosts one noncoordinated 4,7-phenmolecule, whose
shortest atom-atom contacts with the Hoxonato and
4,7-phen cavity walls are, respectively, 3.0 and 3.2 Å. One
methanol molecule is placed about the opposite entrance
of the cone, while two triflate anions are located nearby.
The cohesiveness of the structure is granted also by
hydrogen-bond interactions of the (N)H 3 3 3O type
(N 3 3 3O 2.75, 2.76 Å) involving the nonbonded nitrogen
and oxygen atoms of two Hoxonato ligands belonging to
distinct, nearby complexes.On thewhole, each tetramer is
hydrogen-bonded to two adjacent ones, this creating 1-D
zigzag strands running approximately along [001]. Weak-
er hydrogen bonds of the (O)H 3 3 3Okind (O 3 3 3O3.02 Å)
are present between the hydroxyl groups of the solvent
molecules and the oxygen atoms of nearby triflate anions.

Reactivity and Molecular Recognition Properties of the
Ru(II) Assemblies toward Biorelevant Species. The reacti-
vity of [(cymene)2Ru2(Hoxonato)Cl2] (1a) toward mono-
nucleotides was studied in both DMSO and aqueous
solution by 1H NMR at room temperature and at pH
7.0. The results show that the chloride ligands do not
exchange either with the solvent or with the mononucleo-
tides. The addition of a nucleotide in deuteratedDMSO is
responsible for the widening and shifting of the amine
proton resonance of the triazine moiety, which should be
indicative of the formation of H-bonding interactions
between the Hoxonato moiety and the purine residues of
themononucleotides in low polar solvents like DMSO. In
contrast to 1a, [(cymene)2Ru2(Hoxonato)(CF3SO3)2]
(1b) readily reacts in aqueous solution with guanosine

monophosphate and adenosine monophosphate to give
the corresponding [(cymene)2Ru2(Hoxonato)(nucleo-
tide)2] adducts.
The suitability of compounds 2a and 2b to act as

receptors of mononucleotides has been essayed as a
preliminary model of their noncovalent interaction with
DNA. In this regard, the presence of the extended aro-
matic 4,7-phen ligands and the H-bonding features of the
Hoxonate moieties suit these systems for giving stack-
ing and complementary H-bonding interactions with
nucleobases.
The results show that the addition of amononucleotide

(AMP, GMP) to an aqueous solution of 2a and 2b is only
responsible for a slight upfield shift of the 1H NMR
signals, with no observation of ligand exchange processes.
The latter observation is a further proof of the stability of
these systems in aqueous solution. Determination of the
association constants for the interaction of 2a or 2b with

Figure 2. ESI-MS spectrum and molecular force field model of [(cymene)4Ru4(Hoxonato)2(4,4
0-bpy)2]

4þ (2a) and [(cymene)4Ru4(Hoxonato)2(4,
7-phen)2]

4þ (2b).

Figure 3. Crystal structure of the supramolecular assembly [(cymene)4-
Ru4(Hoxonato)2(4,7-phen)2⊂4,7-phen]

4þ (2b⊂4,7-phen). Color scheme: C
(gray),N (blue),O (red),Ru (orange).Hatomswith the exceptionof theNH
moiety have been omitted for the sake of clarity.
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Figura 1.45. Estabilidad hidrotermal de diferentes MOFs estudiada mediante medidas de DRX. 

 

Con el fin de mejorar la estabilidad química de estos sistemas para su 

aplicación práctica, en los últimos años, nuestro grupo de investigación se ha 

centrado en la construcción de MOFs basados en ligandos nitrogenados de tipo 

pirazol que dan lugar a enlaces de coordinación M-N(pirazolato) mucho más 

robustos que los enlace M-O(carboxilato). En este contexto, y en colaboración 

con otros grupos de investigación, se ha sintetizado una gran variedad de 

ligandos lineales de tipo pirazol o una combinación de grupos carboxílicos y 

pirazol (Figura 1.46). La reacción de estos ligandos con metales de la primera 

serie de transición (Co(II), Ni(II), Cu(II) y Zn(II)) ha conducido a una serie de 

MOFs muy robustos con aplicaciones en separación de gases, captura de 

compuestos orgánicos volátiles tóxicos y catálisis.  

 

water molecules. In the fully desolvated (activated) state, each
Zn also has a coordinatively unsaturated, or open, metal site.
When water occupies this site, its removal would involve an
endothermic reaction with a relatively large energy barrier to
insert it into a metal-ligand bond. Therefore, only water in the
second coordination shell is likely to displace a ligand from
the metal and damage the framework. Nevertheless, MOF-74
is predicted, and experimentally determined, to possess good
stability toward reaction with water. Apparently the open metal
site allows the initial water molecules to coordinate without
displacing Zn-linker bonds, resulting in the more stable
6-coordinate situation described above. This suggests that a
small amount of water exposure may actually increase the
overall stability of MOF-74 toward a linker displacement
reaction. This observation is consistent with a recent report on
exposure of HKUST-1 to water vapor at ambient conditions.27

In general, we thus observe that for Zn2+-containing SBUs, how
the metal is coordinated to other metals within the SBU as well
as how each metal is coordinated to the linker(s) present are
critical to its stability with respect to reaction with water vapor.

4.4. Metal Valence Contributions to Hydrothermal
Stability. In contrast to results discussed so far regarding M2+-
containing PCPs, M3+-containing PCPs were calculated to be
more resistant than M2+-containing SBUs with respect to
reaction with water. The type and configuration of the metal
atoms seem to be less significant for M3+-based SBUs. In the
first example, the Cr3-µ-OF6+ trimer SBU28 (Figure 5a) in MIL-
101 has already been observed to be fairly stable with respect
to the hydration reactions described above. This makes intuitive
sense, since the originally reported Cr-containing trimer
Cr3(CH3COO)6OCl(H2O)5

29 is prepared in water, and MIL-101
is prepared hydrothermally in water (solvent) at greater than
200 °C.

The reaction of water vapor with Cr3+-containing Cr-MIL-
53 was also modeled.30 Cr-MIL-53 was found to have compa-
rable stability to reaction with water vapor as Cr-MIL-101 (Table
2). The MIL-53 SBU is composed of infinite chains of corner-
sharing M3+ octahedra bridged by the BDC linker to form 1D
lozenge-shaped pores throughout the PCP (Figure 5b). The
Cr-O bonds between the linker and metal atoms in the 1D
chains of Cr-MIL-53 are about equally resistant to reaction with
water as those of the Cr3-µ-OF6+ trimer in Cr-MIL-101. This
suggests that the relative strength of the M-O bond is a more
important factor than coordination geometry or valence for M3+-
containing-PCPs than for M2+-containing ones. This hypothesis
was confirmed by comparing the calculated stability of isos-
tructural Al-MIL-5315 to Cr-MIL-53. That is, the Al-O bond
in alumina is stronger than the Cr-O bond in Cr(III) oxide (514
compared to 447 kJ/mol, see Table S2). It so follows that the
calculated values for the activation energy of displacement of
BDC linker by water is higher for Al-MIL-53 than for Cr-MIL-
53 (43.5 versus 30.4 kcal/mol, see Table 2). Experimentally,
the higher stability of Al-MIL-53 toward reaction with water
vapor versus Cr-MIL-101 further supports this hypothesis that
Al3+ PCPs will generally be more hydrothermally stable than
Cr3+ PCPs.

Such reasoning can be extended to other Al-containing PCPs,
such as for MIL-11014 (Figure 5c). The metal cations in MIL-
110 are located in octamer SBUs of Al-octahedra linked through
BTC linkers to form 1D channels. There are two trimers of edge-
sharing octahedra and two edge-sharing “capping” octahedra
per octamer SBU. Formally, the caps are AlO3(OH)3 and the
trimers are AlO2(OH)3(H2O) or AlO2(OH)4 depending upon
termination species present. Experimentally, MIL-110 was
determined to have good hydrothermal stability, as Al-MIL-
53. See Table 2.

(27) Yazaydýn, A. O.; Benin, A. I.; Faheem, S. A.; Jakubczak, P.; Low,
J. J.; Willis, R. R.; Snurr, R. Q. Chem. Mater. 2009, 21, 1425–1430.

(28) Serre, C.; Millange, F.; Surble, S.; Ferey, G. Angew. Chem., Int. Ed.
2004, 43, 6286–6289.

(29) Figgis, B. N.; Robertson, G. B. Nature 1965, 205, 694–695.

(30) (a) Millange, F.; Serre, C.; Ferey, G. Chem. Commun. 2002, 822. (b)
Serre, C.; Millange, F.; Thouvenot, C.; Nogues, M.; Marsolier, G.;
Louer, D.; Ferey, G. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 13519.

Figure 6. Steam stability map for the four PCPs discussed in this paper. The position of the structure for a given MOF represents its maximum structural
stability by XRD measurement, while the energy of activation for ligand displacement by a water molecule determined by molecular modeling is represented
by the magenta number (in kcal/mol).

J. AM. CHEM. SOC. 9 VOL. 131, NO. 43, 2009 15841

Porous Coordination Polymer Hydration A R T I C L E S

!
"#
$%

&'
('

"

!"#$%&'(#)

*%#+,!-&.)

)&%*&+(,$+("-./"

!"#$%&'("'")*+,$-$(+(',+.+'

!"#$%&'("'")*+,$-$(+('/0("1+(+'

!"#$%&'("'")*+,$-$(+('+-*+'

/0/ )/1/ ) ))))))21/ )))))))))))) ))))))))))))))))))))))31/)



Capítulo 1 

98 

 
Figura 1.46. Ligandos aniónicos de tipo pirazolato o mixtos carboxilato/pirazolato utilizados por 

nuestro grupo de investigación para la síntesis de MOFs robustos. 

 

Respecto a la separación de gases y vapores, debe destacarse el 

comportamiento del sistema NH4[Cu3(#3-OH)(L1)3]. Este compuesto presenta 

una red 3D porosa aniónica que, al igual que en las zeolitas, da lugar a 

procesos de intercambio de cationes que permiten modular sus propiedades 

adsorbentes. Los sistemas A[Cu3(#3-OH)(L1)3] (A= Na+, Li+, K+, etc.) son 

capaces de discriminar mezclas de gases de acetileno/CO2 difíciles de separar 

debido a la similitud entre sus propiedades físicas. Asimismo, se ha 

demostrado que el sistema adsorbe selectivamente benceno de una mezcla 1:1 

benceno:ciclohexano y que dicha selectividad se incrementa tras el intercambio 

de los cationes NH4
+ con Li+. Finalmente, NH4[Cu3(#3-OH)(L1)3] se comporta 

como un catalizador heterogéneo eficiente en procesos de oxidación.178  

 

Otra estrategia que puede utilizarse para optimizar la selectividad en el 

proceso de separación de mezclas de gases utilizando MOFs, consiste en la 

funcionalización de las cavidades de la matriz porosa introduciendo 

determinados grupos químicos en los ligandos espaciadores que permitirán 

interacciones más específicas con ciertas moléculas huésped. Con este 

objetivo, nuestro grupo de investigación ha llevado a cabo la funcionalización 

pre-sintética del ligando 4,4’-benceno-1,4-diilbis(1H-pirazol) (H2BDP, H2L3) 

introduciendo grupos -NH2, -NO2, -OH y -SO3H para obtener dos series 

isorreticulares de MOFs de fórmula general M(L3_X) (M= Ni(II), Zn(II); X = NO2, 
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NH2, OH, SO3H) (Figura 1.47). Se ha demostrado que la funcionalización de 

estas matrices porosas con grupos polares mejora la selectividad en el proceso 

de adsorción (coeficientes de participación) en la resolución de mezclas de 

gases apolares y polares (ej. N2/CO2 o CH4/CO2).179 

 

 
Figura 1.47. Esquema de los ligandos funcionalizados derivados del 1,4-bis(1H-pirazol-4-il) 

benceno (H2L3): (H2L3_NO2), (H2L3_NH2), (H2L3_OH) y (H2L3_SO3H). 

 

Por otra parte, en relación a la captura de compuestos orgánicos 

volátiles, debe destacarse el comportamiento de los materiales hidrofóbicos 

Ni(L3) y Zn(L3). Estos compuestos muestran una fuerte interacción a 

temperatura ambiente con benceno y ciclohexano, en condiciones estáticas, 

así como con tiofeno, en condiciones dinámicas. De hecho, ambos MOFs son 

capaces de retener hasta 0.34 g de tiofeno/ g de MOF de una corriente de 

CH4/CO2 que contenía 30 ppm de tiofeno. Además, en el caso del Ni(L3), la 

presencia de un 60% de humedad en la corriente de gases no afecta a su 

capacidad de capturar este compuesto orgánico volátil.180  

 

Asimismo, debe destacarse la serie isorreticular [Ni8(OH)4(H2O)2(L)6]n 

basada en los ligandos espaciadores lineales de longitud creciente 

anteriormente descritos (Figura 1.47) y el MOF [Zn4O(4-carboxi-3,5-

dimetilpirazol)6], análogo estructural del MOF-5, [Zn4O(benceno-1,4-

dicarboxilato)3]. Estos MOFs se caracterizan por poseer porosidad permanente, 

además de una alta estabilidad térmica, mecánica y química, así como una 

elevada hidrofobicidad. Gracias a estas características, se ha demostrado que 
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estos materiales son útiles para la captura de compuestos orgánicos volátiles 

tóxicos entre los que se incluyen análogos de agentes de guerra química –

dietilsulfuro (DES, modelo del gas mostaza) y diisopropilfluorofosfato (DIFP, 

modelo del gas sarín)- incluso en presencia de humedad extrema (80% de 

humedad relativa) como es requerido en condiciones operativas reales (Figura 

1.48).181  

 
Figura 1.48. Izquierda: representación de la estructura cristalina [Ni8(OH)4(H2O)2(L5-CF3)6]n y la 

adsorción de DES. Derecha: gráfica de adsorción de DES en condiciones dinámicas para los 

MOFs [Ni8(OH)4(H2O)2(L5)6]n y [Ni8(OH)4(H2O)2(L5-CF3)6]n, y el carbón activo B-101408 en 

condiciones del 80% de humedad relativa a 293 K. Níquel, Nitrógeno, Carbono, Oxígeno, 

Azufre, Hidrógeno (blanco). 

sented, together with their possible application for the
capture of harmful VOCs (Scheme 2) even in highly com-
petitive, moisture-rich atmosphere (80% relative humidity,
RH), which simulates extreme operative conditions.[16]

To synthesize the [Ni8(L)6] family, we faced a problem
related to the notable strength of the Ni–azolate bonds which,
although conferring high stability to the materials, concom-
itantly induces an extremely fast precipitation and poor
solubility,[17] hampering the isolation of single crystals suitable
for conventional structural characterization. To facilitate the
precipitation of powders with a high degree of crystallinity,
Boc-protected pyrazole rings were employed in the case of
the bipyrazole linkers (Boc2L4, Boc2L5-R; R=H, CH3, CF3;
Boc= tert-butoxycarbonyl), favoring the slow release of the
ligand in the reaction medium. X-ray powder diffraction
(XRPD) structural analysis was extensively used as a means
to characterize the isolated materials (see the Supporting
Information).

Noteworthy, all [Ni8(L)6] materials crystallize in the cubic
Fm!3m space group and contain ligand-bridged octanuclear
[Ni8(OH)4(H2O)2] clusters, within a 3D porous framework of
overall [Ni8(m4-X)6(m4-L)6] formulation (X=OH! or H2O).[18]

Each NiII ion is hexacoordinated in a fac-NiN3O3 fashion and
shows intermetallic nonbonding distances close to 3.0!. The
cubic clusters are connected to 12 adjacent ones by linear exo-
tetradentate linkers to yield a face-centered cubic (fcu)
topology. Their cubic close-packing (ccp) arrangement,
analogous to that of the [Zr6O4(OH)4] nodes in the UiO
(University of Oslo) series,[9] gives rise to one octahedral and
two tetrahedral cavities per MOF formula unit (see Figure 1).
A very similar series of MOFs showing the fcu topology and
highly tunable sorption performances has been recently
reported.[19] As expected from the increasing length of the
organic linkers, the unit cell parameters (ranging from
17.17 ! for [Ni8(L1)6] to 32.53 ! for [Ni8(L5)6]), and void
volumes (Table 1) of the isolated compounds become pro-
gressively larger.

Chemical stability tests demonstrated that the [Ni8(L)6]
species survive at room temperature after suspension in basic,
yet not in acidic, media for 24 h. As regards the thermal
stability, the thermogravimetric (TG) curves show no other
thermal event but a steep weight decrease, starting in the
range of 300–350 8C and completing near 400 8C, clearly
indicating the decomposition of the material (Figure S2).
Noteworthy, [Ni8(L3)6], the bipyrazolate-containing species
with a benzene residue only, exhibits the highest thermal
stability and its decomposition starts around 350 8C. Slightly
lower decomposition onset temperatures are observed for the
remaining materials, which can be reasonably attributed to
decarboxylation paths (for L1 and L2) or to the intrinsically
lower thermal inertness of alkynes (for L4 and the L5 series).

Variable-temperature XRPD measurements carried out
in air[20] demonstrated that all [Ni8(L)6] species 1) are
thermally stable and rigid, 2) possess permanent porosity,
and 3) maintain their thermal stability, together with their
framework topology, along consecutive heating–cooling
cycles (Figures S6–S8). On the basis of the latter occurrence,
it might be proposed that also their adsorption performances
are preserved along cycles of thermal activation followed by
adsorption.

The accessibility of the pore entrance and surface polarity
along the [Ni8(L)6] series have been studied by N2 (77 K) and
H2O (298 K) adsorption experiments (Figures 2 and 3, and
Table 1). The N2 adsorption data indicate that the longer the
linker, the higher the porosity, as evidenced by the progres-
sively higher adsorption capacity and specific surface area.
Noteworthy, all the MOFs of the series, except [Ni8(L5)6] and

Figure 1. A) The crystal structure of [Ni8(OH)4(H2O)2(L5-CF3)6]n viewed
as a combination of n octahedral (yellow polyhedron) and 2n tetrahe-
dral (gray polyhedron) cavities. B) View of the tetrahedral (top) and
octahedral (bottom) cages found in the crystal structures of [Ni8(OH)4-
(H2O)2(L3)6]n (left), [Ni8(OH)4(H2O)2(L4)6]n (middle), and [Ni8(OH)4-
(H2O)2(L5)6]n (right), and the corresponding metric descriptors. Ni, N,
C, O, F, H (white).

Scheme 2. Chemical warfare agent bis(2-chloroethyl)sulphide (BCES,
mustard vesicant gas), and the model compound used in our studies,
diethylsulphide (DES).

Table 1: Summary of cell volumes, void percentages, and specific surface
areas for the [Ni8(L)6] series.

Species Vcell [!
3] Void percentage SBET [m

2g!1]

[Ni8(L1)6] 5061 34 205
[Ni8(L2)6] 12503 53 990
[Ni8(L3)6] 16348 63 1770
[Ni8(L4)6] 18149 74 1920
[Ni8(L5)6] 34207 75 2215

[Ni8(L5-CH3)6] – – 1985
[Ni8(L5-CF3)6] 34013 64[a] 2195

[a] Underestimated because of -CF3 disorder in multiple sites.
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Figura 2.40. Agentes de guerra química isopropilmetilfluorofosfato (IMFP, gas nervioso Sarín) y 

bis(2-cloroetil)sulfuro (BCES, gas vesicante Mostaza), así como sus modelos usados en este 

estudio (DIFP, diisopropilfluorofosfato; DES, dietilsulfuro) Fósforo, Flúor, Oxígeno, Azufre, 

Cloro, Carbono. Los átomos de Hidrógeno han sido omitidos por claridad. 

Las propiedades de adsorción de los PCPs seleccionados frente a los 

COVs, se han evaluado mediante experimentos avanzados de cromatografía 

de gas inversa, medidas de curvas de ruptura y medidas de cinéticas de 

adsorción.  

2.4.1 Discusión de resultados 

Experimentos de adsorción dinámica. Cromatografía de gas inversa 

El estudio de la fortaleza de las interacciones de los modelos de agentes 

de guerra química con los materiales estudiados, se ha llevado a cabo 

mediante experimentos de cromatografía de gas inversa a temperatura 

variable. Para ello, se construyeron columnas cromatográficas de 0.5 cm de 

diámetro interno y 15 cm de longitud y, con el fin de evitar caídas de presión en 

el interior de la misma, se rellenaron con una mezcla del 30% de MOF y del 

70% de arena, en el caso de los compuestos de la serie [Ni8(L)6] y, en el caso 

de los compuestos [Zn4O(dmcapz)3] y [Cu3(btc)2], las muestran fueron 

previamente peletizadas por presión (para más detalles véanse los Anexo A2). 

El carbón activo B-101408, se usó tal y como se recibió. 

!
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Las investigaciones siguen su curso con el objetivo de incrementar la 

hidrofobicidad de los MOFs y conseguir la oxidación/hidrólisis catalítica de los 

compuestos orgánicos volátiles incorporados en estos materiales. 

 

Figura 2.42 Gráficas de adsorción de DES en condiciones dinámicas para los MOFs [Ni8(L4)6], 
[Ni8(L5)6], [Ni8(L5-CH3)6] y [Ni8(L5-CF3)6] y el carbón activo B-101408. (a) Condiciones secas y 

(b) 80% de humedad relativa a 293 K. (c) Gráfica de adsorción dinámica de agua a 293 K y un 

80% de humedad relativa. 

Experimentos de adsorción dinámica. Curvas de ruptura  

Por último, con el fin de optimizar estos experimentos en condiciones que 

se asimilen aún más a las condiciones operativas reales, se ha llevado a cabo 

la medida de las curvas de ruptura del [Zn4O(dmcapz)3] frente a la captura de 

benceno a temperatura ambiente (293 K). Para ello, se ha hecho pasar un flujo 

de He de 10 mL min-1 con 130 ppm de benceno, a través de la muestra 

activada y empaquetada en el interior de una columna cromatográfica purgada 

previamente con He (condiciones secas, Figura 2.43a). Un experimento similar 
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 Teniendo en cuenta la experiencia previa de nuestro grupo en las dos 

líneas de investigación descritas anteriormente, en esta Tesis Doctoral, se ha 

realizado un esfuerzo por aunar ambas líneas y desarrollar materiales porosos 

híbridos orgánicos-inorgánicos de tipo redes metalorgánicas (MOFs) para su 

aplicación en la liberación controlada de metalofármacos. Este campo de 

investigación que se encuentra en la interfase de la ciencia de nanomateriales 

y la biomedicina es bastante complejo y, como se ha descrito en el apartado 

1.3.3, en él trabajan investigadores muy competitivos como el grupo liderado 

por la Dra. Horcajada y el Dr. Serre del Instituto Lavoisier así como el del Prof. 

Morris de la Universidad de St. Andrews.142b Sin embargo, es interesante 

destacar que la mayor parte de los trabajos de investigación publicados en este 

campo se han centrado en el empleo de estos sistemas para la liberación 

controlada de fármacos orgánicos tradicionales (ej. ibuprofeno)141 mientras que 

sólo unos pocos de ellos se han utilizado para la liberación controlada de gases 

de interés terapéutico (ej. NO)161 o metalofármacos anticancerígenos 

convencionales (ej. cisplatino).172 En base a ello, nuestro grupo de 

investigación ha centrado sus esfuerzos en la posible utilidad de este tipo de 

materiales porosos en la liberación controlada de metalofármacos no 

convencionales con actividad antitumoral. En concreto, los metalofármacos 

estudiados son de tipo “semi-sandwich” de rutenio(II) que, como se ha descrito 

en el apartado 1.2.1, están adquiriendo cierta notoriedad puesto que presentan 

una menor toxicidad que los metalofármacos de Pt(II) tradicionales debido a la 

diferente naturaleza del centro metálico que da lugar a otro mecanismo de 

acción.182 Sin embargo, la mayor labilidad de estos sistemas de Ru(II) en 

comparación con los compuestos de Pt(II) hace que los primeros tengan una 

menor estabilidad en medios biológicos. Por este motivo, la búsqueda de 

sistemas de encapsulación adecuados que permitan administrar estos 

metalofármacos no convencionales en la diana deseada es de un enorme 

interés actual.33a 
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1.5 Objetivos 

 

Esta Tesis Doctoral se enmarca en el contexto de la síntesis y 

caracterización de redes metalorgánicas (MOFs) y su aplicación en la 

liberación controlada de fármacos no convencionales. 

 

Los objetivos concretos que se pretende alcanzar son los siguientes: 

 

1. Síntesis y caracterización de la nueva red metalorgánica altamente 

robusta e hidrofóbica [Ni8(OH)4(H2O)2(4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-

diil)bispirazolato)6] como prueba de concepto de la potencial aplicación práctica 

de los MOFs como cápsulas de metalofármacos antitumorales de Ru(II) no 

convencionales. En este contexto, se evaluará la aplicación de este MOF en la 

adsorción y liberación en condiciones fisiológicas simuladas de [Ru(p-

cimeno)Cl2(pta)] (RAPTA-C, pta: 1,3,5-triaza-7-fosfanoadamantano). 

 

2. Estudio del MOF Ni-CPO-27, [Ni2(dhBDC)(H2O)2] (H4dhBDC: ácido 

2,5-dihidroxitereftálico), con centros metálicos con posiciones de coordinación 

insaturadas, para el desarrollo de terapias combinadas avanzadas en las que 

se empleen drogas con un potencial efecto terapéutico sinérgico. Para ello, se 

aplicará este MOF en la adsorción y liberación simultánea, en condiciones 

biológicas simuladas, de varios agentes terapéuticos anticancerígenos no 

convencionales: NO y RAPTA-C.  

 

3. Estudio del nanoMOF biocompatible MIL-100(Fe) [Fe3F(H2O)2O(btc)2] 

(btc = benceno-1,3,5-tricarboxilato), como vehículo de metalofármacos 

antitumorales de Ru(II) no convencionales. Para ello, se seguirán dos 

estrategias de incorporación:  

 

i) La metodología clásica de incorporación de RAPTA-C mediante la 

impregnación del nano MIL-100(Fe) en una disolución de este metalofármaco. 

Posteriormente, también se evaluará la liberación de RAPTA-C en fluido 

corporal simulado.  
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ii) La incorporación de la nueva metalodroga sintetizada por nuestro 

grupo de investigación [($6-p-cimene)2Ru2mitoxantronato]Cl2 en las 

nanopartículas de MIL-100(Fe) mediante la estrategia del “barco en la botella”. 

El resultado satisfactorio de esta estrategia pone de manifiesto la necesidad del 

uso de vías de encapsulación de metalodrogas alternativas en el caso de que 

éstas tengan un tamaño mayor que la apertura de las ventanas de acceso a los 

poros de la matriz porosa, así como en el caso de metalodrogas con baja 

afinidad por la matriz porosa (ej. incorporación de metalodrogas hidrofóbicas en 

redes hidrofílicas). Asimismo, en una etapa posterior se evaluará la liberación 

de [($6-p-cimene)2Ru2mitoxantronato]Cl2 en fluido corporal simulado.  

 

4. Síntesis y caracterización de nanopartículas de la serie de MOFs 

isorreticular Zn(BDP_X), (H2BDP = 1,4-bis(1H-pirazol-4-il)benceno, X= H, NO2, 

NH2 y OH).  

 

i) En primer lugar, se estudiará la estabilidad coloidal de una dispersión de 

nanopartículas de Zn(BDP_OH) en diferentes condiciones biológicas simuladas 

en presencia de distintas proteínas y sales características de medios 

intravenosos y orales. Con esta investigación se pretende determinar si las 

nanopartículas se agregan bajo determinadas condiciones químicas (pH) o en 

presencia de determinadas moléculas presentes en los medios biológicos 

(proteínas). Debe destacarse que los fenómenos de agregación de estos 

nanovehículos pueden provocar cambios en su internalización en las células y 

en su citotoxicidad lo que afectaría al tratamiento. 

 

ii) Por otra parte, se investigará el efecto de la funcionalización de los 

ligandos en la capacidad de los MOFs para la incorporación y liberación del 

fármaco anticancerígeno convencional mitoxantrona y de la metalodroga 

antitumoral no convencional RAPTA-C. La presencia de distintos grupos 

químicos en las paredes de las cavidades de la matriz porosa puede afectar a 

la interacción metalofármaco-anfitrión y, por tanto, modificar la capacidad de 

carga así como las cinéticas de adsorción y liberación del metalofármaco.   
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2.1 . [Ni8(OH)4(H2O)2(4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazolato)6]n para la 
incorporación y liberación de RAPTA-C  

 
Como se ha indicado en la introducción y objetivos de este trabajo de 

investigación, los metalofármacos no convencionales de rutenio como el [Ru(p-

cimeno)Cl2(pta)] (pta: 1,3,5-triaza-7-fosfanoadamantano), conocido como 

RAPTA-C, presentan una cinética de intercambio de ligandos rápida por lo que 

son susceptibles de degradarse en el medio fisiológico de forma previa a su 

interacción con el objetivo biológico deseado. Debido a esto, es de interés el 

desarrollo de materiales capaces de actuar como vehículos de estos sistemas.  

 

Teniendo en cuenta lo anterior, nos hemos planteado sintetizar MOFs 

robustos y con una porosidad adecuada para incorporar y liberar este tipo de 

metalodrogas. Con esta finalidad, en esta Tesis Doctoral, se ha utilizado un 

ligando de tipo pirazolato simétrico 4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazolato en 

combinación con clusters octanucleares de Ni para dar lugar a la red porosa 

[Ni8(µ4-OH)4(µ4-H2O)2(µ4-4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazolato)6]n !11H2O ! 

13DMF (1@H2O@DMF) como una primera aproximación al desarrollo de 

materiales como vehículos de metalodrogas no convencionales. Las razones 

que han motivado la elección de este ligando para la síntesis de MOFs 

hidrofóbicos altamente robustos son las siguientes: i) la alta simetría del 

ligando facilita el proceso de autoasociación espontánea, para formar sistemas 

poliméricos ordenados; ii) su naturaleza aniónica elimina la necesidad de 

contraiones, que compensen la carga del metal y, como consecuencia, facilita 

la formación de una red porosa; y iii) la alta basicidad de los ligandos pirazolato 

da lugar a enlaces de coordinación M-N robustos. 

 
Discusión y resultados 
 

Con el objetivo de obtener nuevas redes metalorgánicas porosas, se ha 

sintetizado el nuevo ligando orgánico 1,1’-di-Boc-4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-

diil)bispirazol (Boc2L4) en colaboración con el grupo del Profesor Enrique Oltra 

del Departamento de Química Orgánica de la Universidad de Granada. La 
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etapa determinante en la síntesis de este ligando es la reacción de 

homoacoplamiento catalizada por Pd/Cu del precursor protegido con grupos 

Boc, 4-etinil-pirazol, para obtener como producto el ligando simétrico 

espaciador deseado Boc2L4 (Figura 2.1). La posterior reacción de este sistema 

con sales de iones metálicos de la primera serie de transición sólo condujo a 

una red metalorgánica abierta en el caso de la reacción llevada a cabo con 

Ni(AcO)2!4H2O. Los resultados muestran que es importante mantener la 

proporción 4:3 Ni(AcO)2!4H2O:Boc2L4 y que la reacción tenga lugar en una 

mezcla DMF/H2O (4:1) con el objeto de obtener la fase cristalina deseada. La 

suspensión resultante se hizo reaccionar a reflujo durante 7 horas (véase el 

Anexo A). El uso del ligando protegido con grupos tert-butiloxicarbonilo (Boc) 

facilita la liberación lenta de ligando en el medio de reacción de formación del 

MOF, facilitando la formación de sistemas cristalinos. Este resultado se puede 

justificar atendiendo a la robustez de los enlaces M-N(pirazolato) que aunque 

facilitan la formación de redes robustas por la misma razón dificultan la 

formación de fases cristalinas. Las condiciones de reacción mencionadas 

dieron lugar a la formación de un material verdoso microcristalino con buen 

rendimiento, [Ni8(µ4-OH)4(µ4-H2O)2(µ4-4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-

diil)bispirazolato)6]n !11H2O ! 13DMF (1@H2O@DMF) (Figura 2.2). En 

presencia de otras sales de iones metálicos de la primera serie de transición, 

se obtuvieron fases densas no porosas, y por tanto, no aptas para su 

aplicación como agentes liberadores de fármacos. 

 
Figura 2.1. Esquema de la síntesis de [(Ni8(OH)4(H2O)2(1,4-bispirazolatobut-1,3-

diino)6)]n!11H2O!13DMF.  

 

Desafortunadamente, debido en parte a la notable fortaleza del enlace 

Ni-azolato, no ha sido posible la obtención de monocristales para su estudio 
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mediante difracción de rayos X en monocristal. Sin embargo, la estructura 

cristalina del compuesto (1@H2O@DMF) se ha resuelto a partir de datos de 

difracción de rayos X en polvo que han puesto de manifiesto que es 

estructuralmente similar a los sistemas de tipo [Ni8(µ4-OH)4(µ4-H2O)2(µ4-

L)6]n!nSolv (L: pbp o tet) (H2pbp: 4,4’-bis(1H-pirazol-4-il)bifenilo, H2tet: 2,6-

bis(1H-pirazol-4-il)pirrol[3,4-f]isoindol-1,3,5,7(2H,6H)-tetrona) sintetizados 

previamente por el grupo del Profesor Masciocchi.1 La obtención de un patrón 

de difracción de gran precisión (rango de 2!, 277-373 K), ha permitido la 

determinación de los parámetros de celdilla unidad y la asignación del grupo 

espacial cristalográfico. Para ello, se han utilizado las herramientas 

implementadas en el paquete de software TOPAS2 que incluye el refinamiento 

Le Bail del perfil total del patrón de difracción. Por último, la resolución de la 

estructura se realizó mediante la técnica de Simulated Annealing y el 

refinamiento final se llevó a cabo mediante el método de Rietveld (Figura 2.2). 

Siguiendo esta metodología de resolución estructural, se han obtenido los 

siguientes parámetros cristalográficos, a = 26.49 Å, V = 18590(1) Å3, Z = 4, " = 

1.00 g cm-3, µ(Cu-K") = 14.2, RP, RWP y RBragg = 0.016, 0.022 y 0.010, 

respectivamente. 

 
Figura 2.2. Representación del refinamiento de Rietveld para el compuesto 1@H2O@DMF. La 

región de ángulo alto se ha magnificado para su mejor visualización. Valores experimentales 

(rojo), calculados (azul) y diferencia entre ambos (gris). Los picos marcados con asterisco 

corresponden con la reflexión del aluminio del portamuestras. 

 

El compuesto 1@H2O@DMF cristaliza en el grupo espacial cúbico Fm-

3m y, está formado por agrupaciones de hidroxocomplejos de Ni(II) 

octanucleares, conectadas entre sí por ligandos tetradentados µ4-L para dar 

lugar a agregados de tipo Ni8(µ4-X)6(µ4-L)6 de simetría cúbica (X: OH- o H2O). 

Según la estereoquímica local de los nodos octanucleares, cada ión Ni(II) se 

encuentra hexacoordinado en un entorno de tipo fac-NiN3O3 y presenta 
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de poro muy similares debido a la poca diferencia de longitud entre dichos 

ligandos.  

 

Figura 2.26. Representaciones del refinamiento de Rietveld para la serie [Ni8(OH)4(H2O)(L)6]. 
Las regiones de ángulo alto se han magnificado para su mejor visualización. Valores 

experimentales (rojo), calculados (azul) y diferencia entre ambos (gris). Los picos marcados 

con asterisco se refieren a la reflexión del aluminio del portamuestras. 

9492908886848280787674727068666462605856545250484644424038363432302826242220181614121086

600.000

550.000

500.000

450.000

400.000

350.000

300.000

250.000

200.000

150.000

100.000

50.000

EQ426 100.00 %

! "# "$ "% && &! '# '$ '% $& $! (# ($
9492908886848280787674727068666462605856545250484644424038363432302826242220181614121086

155.000
150.000

145.000
140.000
135.000
130.000

125.000
120.000
115.000

110.000
105.000
100.000
95.000

90.000
85.000
80.000

75.000
70.000
65.000
60.000

55.000
50.000
45.000

40.000

EQ426 100.00 %

(% !& !! )# )$ )% %& %! *#

$+

*$
! "#$

! "#$

9492908886848280787674727068666462605856545250484644424038363432302826242220181614121086

340.000

320.000

300.000

280.000

260.000

240.000

220.000

200.000

180.000

160.000

140.000

120.000

100.000

80.000

60.000

40.000

20.000

EQ407 100.00 %

94929088868482807876747270686664626058565452504846444240383634323028262422201816141210864

80.000

75.000

70.000

65.000

60.000

55.000

50.000

45.000

40.000

35.000

30.000

25.000

20.000

EQ407 100.00 %

$+

! "# "$ "% && &! '# '$ '% $& $! (# ($ (% !& !! )# )$ )% %& %! *# *$

! "#$

92908886848280787674727068666462605856545250484644424038363432302826242220181614121086

700.000

650.000

600.000

550.000

500.000

450.000

400.000

350.000

300.000

250.000

200.000

150.000

100.000

EQ421 100.00 %

92908886848280787674727068666462605856545250484644424038363432302826242220181614121086

170.000

165.000

160.000

155.000

150.000

145.000

140.000

135.000

130.000

125.000

120.000

115.000

110.000

105.000

100.000

95.000

90.000

85.000

80.000

75.000

EQ421 100.00 %

$+

! "# "$ "% && &! '# '$ '% $& $! (# ($ (% !& !! )# )$ )% %& %! *#

% %

1009590858075706560555045403530252015105

120.000
115.000
110.000
105.000
100.000
95.000
90.000
85.000
80.000
75.000
70.000
65.000
60.000
55.000
50.000
45.000
40.000
35.000
30.000
25.000
20.000
15.000
10.000
5.000

0
-5.000

EQ186 100.00 %

( "# "( &# &( '# '( $# $( (# ((
! "#$

1009590858075706560555045403530252015105

28.000

26.000

24.000

22.000

20.000

18.000

16.000

14.000

12.000

10.000

8.000

6.000

4.000

2.000

0

-2.000

-4.000

EQ186 100.00 %

$+

!# !( )# )( %# %( *# *( "## "#(

%%

%%%

94929088868482807876747270686664626058565452504846444240383634323028262422201816141210864

3.400.000

3.200.000

3.000.000

2.800.000

2.600.000

2.400.000

2.200.000

2.000.000

1.800.000

1.600.000

1.400.000

1.200.000

1.000.000

800.000

600.000

400.000

200.000

0

EQ418 100.00 %

$ % "& "! &# &$ &% '& '! $# $$ (% (& (!
94929088868482807876747270686664626058565452504846444240383634323028262422201816141210864

320.000

300.000

280.000

260.000

240.000

220.000

200.000

180.000

160.000

140.000

120.000

100.000

80.000

60.000

EQ418 100.00 %

!# !$ !% )& )! %# %$ %% *&

"#+

! "#$

&!'(

&!')

&!'*

&!'!

&!'+

2 , deg
6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58 62 66 70 74 78 82 86 90

[Ni8(L1)6]
4

* *

2 , deg
6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46

[Ni8(L2)6]

50 54 58 62 66 70 74 78 82 86 90 94

4

5 10 15 20 25 30 35 40 45

2 , deg

[Ni8(L3)6]

50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

4

2 , deg
4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 58

[Ni8(L5)6]

52 56 60 64 68 72 76 80 84 88 92

10

1009590858075706560555045403530252015105

5.000.000

4.500.000

4.000.000

3.500.000

3.000.000

2.500.000

2.000.000

1.500.000

1.000.000

500.000

0

EQ418_CF3 100.00 %

5 10 15 20 25 30 35 40 45 1009590858075706560555045403530252015105

500.000

450.000

400.000

350.000

300.000

250.000

200.000

150.000

100.000

50.000

0

-50.000

-100.000

-150.000

EQ418_CF3 100.00 %

2 , deg
50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

[Ni8(L5-CF3)6]
4

( "# "( &# &( '# '( $# $( (# ((

! "#$

!# !( )# )( %# %( *# *( "## "#(

&!'(,-.*

CAPÍTULO 2 
 
 
 

 
 
118 

de poro muy similares debido a la poca diferencia de longitud entre dichos 

ligandos.  

 

Figura 2.26. Representaciones del refinamiento de Rietveld para la serie [Ni8(OH)4(H2O)(L)6]. 
Las regiones de ángulo alto se han magnificado para su mejor visualización. Valores 

experimentales (rojo), calculados (azul) y diferencia entre ambos (gris). Los picos marcados 

con asterisco se refieren a la reflexión del aluminio del portamuestras. 
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distancias de no-enlace intermetálicas de cerca de 3.0 Å. A su vez, los clusters 

cúbicos de tipo Ni8(OH)(H2O)2 se encuentran conectados entre sí por 12 

ligandos lineales exotetradentados N,N,N’,N’ 4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-

diil)bispirazolato. Debe destacarse que esta topología presenta un 

empaquetamiento cúbico compacto (ccp) semejante al de muchos elementos 

metálicos en estado nativo, como el níquel (Figura 2.3). Este tipo de topología 

da lugar a una red 3D altamente porosa con n huecos octaédricos y 2n 

tetraédricos con un diámetro interno aproximado de 1.6 nm y 1.0 nm, 

respectivamente (Figura 2.4). El tamaño interno de estas cavidades se ha 

estimado como dos veces la distancia entre el centro de la cavidad y el átomo 

más cercano, A. Para la estimación del radio de A se ha aplicado el factor de 

corrección de Van der Waals. Como consecuencia del gran tamaño de los 

huecos y la baja demanda estérica de los residuos diino de los ligandos 

orgánicos, el volumen de poro accesible calculado a partir de la estructura es 

muy alto, alcanzando el 71% del volumen de todo el cristal. De acuerdo con 

estas características estructurales, 1@H2O@DMF presenta huecos en su 

estructura del tamaño adecuado, que son fácilmente accesibles a través de 

ventanas triangulares, donde pueden tener lugar procesos de reconocimiento 

molecular. Por otro lado, es interesante resaltar que a pesar de la longitud del 

ligando, debe destacarse que en el sólido aislado no se observaron fenómenos 

de interpenetración de redes que limitarían la porosidad del material resultante, 

como se ha visto en algunos MOFs que contiene dicarboxilatos y que 

cristalizan en una red cúbica primitiva.3  Por tanto, esta matriz porosa sería un 

candidato ideal en aplicaciones de incorporación y liberación de 

metalofármacos como se demostrará posteriormente. 

 
Figura 2.3. Topología del apilamiento de esferas compacto de secuencia ABC (ccp) típico de 

muchos sólidos elementales y que se encuentra en el compuesto 1@H2O@DMF. A la derecha 

se resaltan los huecos intersticiales de tipo (a) octaédrico y (b) tetraédrico característicos de 

este tipo de empaquetamiento. 
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Figura 2.4. Perspectiva de la estructura cristalina del esqueleto [Ni8(µ4-OH)4(µ4-H2O)2(µ4-4,4’-

(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazolato)6]n en la dirección [100]. Arriba: Representación ampliada 

del cluster cúbico Ni8(µ4-OH)4(µ4-H2O)2 con sus 12 ligandos. Abajo: Perspectiva de los huecos 

octaédricos y tetraédricos presentes en la estructura con un diámetro interior de 1.9 y 1.1 nm, 

respectivamente. Níquel, Oxígeno, Nitrógeno, Carbono, Hidrógeno (blanco). 

 

Hay que destacar que, existe un desorden estructural importante en la 

estructura anteriormente descrita, puesto que las moléculas de disolvente 

(atrapadas en la red durante la fase de nucleación) se alojan en los huecos de 

la estructura. Este desorden conlleva la imposibilidad de evaluar la verdadera 

naturaleza de los ligandos X, que han sido modelizados como una proporción 

2:1 de residuos OH- y H2O, respetando la neutralidad de carga de forma similar 

al cluster [Ni8(OH)4(H2O)2(C5H9O2)12], descrito por Ovcharenko y 

colaboradores.4 

 

Como se ha mencionado anteriormente, el control del tamaño de 

partícula en los sistemas de liberación de fármacos es esencial para determinar 

su modo de administración. En este sentido, hay que destacar que la tasa de 

eliminación de un fármaco o portador depende de su tamaño. Diversas 

revisiones bibliográficas afirman que el tamaño “ideal” de partícula para 

agentes portadores de fármacos para tratamientos contra el cáncer es entre 70 

y 200 nm.5 De forma general, en sistemas nanométricos las propiedades que 

!"!#$%#!"&#$%#
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dependen del área superficial de la partícula son mucho más importantes o 

dominantes debido a la mayor relación área superficial/volumen. Por ejemplo, 

el contacto entre la superficie de la partícula y el medio externo aumenta en 

preparaciones nanométricas, y por lo tanto, las cinéticas de adsorción y 

liberación de fármacos se ven afectadas por el tamaño del portador. De 

acuerdo con todo lo expuesto, se estudió el tamaño y la morfología del 

compuesto 1 mediante Microscopía Electrónica de Barrido de Presión Variable 

(Variable Pressure Scanning Electron Microscopy, VP-SEM). Las figuras que 

aparecen a continuación muestran dos imágenes representativas del material 

1@H2O@DMF tomadas en diferentes regiones del portamuestras (Figura 2.5). 

Estas imágenes muestran como 1@H2O@DMF está formando por 

nanopartículas esféricas aglomeradas. Debe destacarse la homogeneidad en 

la morfología y el tamaño de las mismas, requisito fundamental para la 

aplicación biológica de cualquier sistema nanométrico. El tamaño promedio de 

las nanopartículas de 1@H2O@DMF es de 130 ± 30 nm (determinado 

mediante recuento manual, midiendo un total de 220 nanopartículas).6 Según 

se mencionó anteriormente, este tamaño es óptimo para el desarrollo de 

sistemas de liberación controlada de fármacos anticancerígenos.  
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Figura 2.5. Arriba: Imágenes de VP-SEM del compuesto 1@H2O@DMF. Abajo: Histograma de 

distribución de tamaño.  

 

 Después de caracterizar estructuralmente el compuesto, se procedió a 

estudiar sus propiedades térmicas con dos objetivos principales: i) establecer a 

qué temperatura tiene lugar la pérdida de las moléculas de disolvente incluidas 

en las cavidades, con la finalidad de obtener la fase evacuada con las 

cavidades vacías disponibles para alojar otras moléculas huésped; ii) la 

temperatura de descomposición del compuesto. Para ello, en primer lugar, se 

procedió a intercambiar las moléculas de DMF atrapadas en las cavidades de 

1@H2O@DMF durante la síntesis, por un disolvente mucho más volátil como el 

diclorometano suspendiendo el material de partida en este disolvente durante 4 

horas. Posteriormente, se hizo un análisis termogravimétrico tanto de la 

especie original, tal y como se obtiene de la síntesis, con moléculas de agua y 

DMF incluidas en sus cavidades, 1@H2O@DMF, como de la especie 

intercambiada con moléculas de cloruro de metileno ocupando los poros, 
1@CH2Cl2. El análisis termogravimétrico de 1@CH2Cl2 muestra que, a medida 

que tiene lugar el calentamiento, 1@CH2Cl2 sufre una pérdida de peso 

progresiva del 25.8%, desde temperatura ambiente hasta 473 K, asociada a la 

pérdida de las moléculas de CH2Cl2 de solvatación incluidas en las cavidades 

de la matriz porosa. A continuación, a 603 K se observa una pérdida de peso 

muy pronunciada debida a la descomposición térmica del compuesto. Si se 

comparan los diagramas termogravimétricos de la especie intercambiada 

1@CH2Cl2 y de la especie original 1@H2O@DMF (Figura 2.6), se observa que 

la temperatura de activación necesaria para eliminar las moléculas de 

disolvente incluidas en las cavidades es mucho menor en el caso de 1@CH2Cl2 
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que en 1@H2O@DMF (473 K frente a 613 K). Además, en el caso de 

1@H2O@DMF, la descomposición térmica tiene lugar justo después del 

proceso de desolvatación, por lo que se demuestra que el proceso de 

intercambio de las moléculas de agua y DMF de solvatación por moléculas de 

CH2Cl2 mucho más volátiles es necesario para poder activar apropiadamente la 

muestra evitando su descomposición.  

 
Figura 2.6. Diagramas termogravimétricos de 1@H2O@DMF y 1@CH2Cl2. 

 

Por otro lado, también se ha estudiado la estabilidad mecánica de 

1@H2O@DMF. Para ello, se prepararon pastillas de 1@H2O@DMF a las que 

se le aplicaron presiones de hasta 2 toneladas cm-2 y, posteriormente, se 

evaluó si se producía alguna modificación en la cristalinidad y porosidad de la 

matriz porosa mediante difracción de RX en polvo y medidas de adsorción de 

N2 a 77 K, respectivamente (Figura 2.7). De estas investigaciones se dedujo 

que el compuesto 1@H2O@DMF presenta una gran estabilidad frente al estrés 

mecánico, puesto que tanto su cristalinidad como su porosidad permanecen 

prácticamente inalteradas después de someterse al proceso descrito 

anteriormente. Este resultado es interesante puesto que permitiría el modelado 

de 1@H2O@DMF con el fin de elaborar formulaciones en forma de pastillas 

simplemente compactando el material pulverulento mediante presión sin 

necesidad de añadir aglutinantes. 
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Figura 2.7. Difractogramas de rayos X en polvo e isotermas de adsorción de N2 a 77 K que 

ponen de manifiesto la estabilidad mecánica de 1@H2O@DMF cuando se somete a presiones 

de 1 y 2 toneladas cm-2. Las curvas de desorción se representan con símbolos vacíos.  

 

Por otra parte, es importante el estudio de la estabilidad química de 1 
con el objetivo de determinar si dicho material permanecerá inalterado al 

enfrentarse a las condiciones del medio fisiológico durante su aplicación como 

agente liberador de moléculas activas. Mediante estudios de difracción de 

rayos X en polvo, se ha demostrado que la red estructural de 1 permanece 

inalterada después de someterse a reflujo bajo agitación, durante 24 h, en 

agua y disolventes orgánicos comunes, tales como metanol, ciclohexano, 

benceno, etc., así como en disoluciones acuosas ligeramente básicas (NaOH, 

0.05 M) (Figura 2.8). Asimismo, este compuesto es estable en fluido corporal 

simulado (FCS) a 310 K durante 7 días. En este caso concreto, las medidas de 

absorción atómica (AA) de la disolución filtrada después del tratamiento, 

prueban la estabilidad del material, e indican una baja lixiviación de Ni. De 

hecho, los niveles de concentración de Ni obtenidos en FCS son de 0.7 ppm lo 

que equivale a una degradación de 1 del 0.43%. Debe destacarse que este 

valor está por debajo del límite de Ni tolerado en dosis terapéuticas (1 ppm). 

Por tanto, esta investigación demuestra la robustez de 1 en medio fisiológico lo 

que evitaría problemas de toxicidad derivados de la degradación de la matriz. 

 

La combinación de una alta estabilidad mecánica, térmica y química del 

compuesto 1 es una característica poco habitual para un MOF. Además, Es 

interesante destacar que, este tipo de red porosa 3D presenta una estabilidad 

que sólo supera el sistema [Ni3(BTP)2] (H3BTP: 1,3,5-tris(1H-pirazol-4-
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il)benceno), que también contiene enlaces Ni-N(pirazolato), descrito por Long y 

colaboradores.7 

 

 
Figura 2.8. Difractogramas de RX en polvo de la especie 1@H2O@DMF original (azul) en 

comparación con los difractogramas obtenidos de esta misma especie después de realizar 

ensayos de estabilidad química en distintos disolventes y condiciones.  

 
Una vez que se concluyó con la caracterización estructural, mecánica, 

térmica y química de 1,  se procedió a evaluar la accesibilidad real a dicha red 

porosa por medio de la molécula sonda N2 a 77 K. Con estos estudios se 

pretende determinar si la porosidad de este compuesto es permanente, y si las 

cavidades presentes en su estructura cristalina son efectivamente accesibles a 

moléculas huésped. Como se indicó anteriormente, previo a la medida de 

adsorción, la muestra se intercambio con CH2Cl2, de bajo punto de ebullición, 

con objeto de facilitar la activación térmica del material. Posteriormente, 

1@CH2Cl2 fue activado a 403 K en vacío dinámico (10-6 bar) durante 7 h. Las 

medidas de adsorción de N2 a 77 K indican que 1 muestra una isoterma de 

adsorción de tipo I, típica de materiales cristalinos microporosos (Figura 2.9), 

es decir, materiales con un tamaño de poro inferior a 2 nm, lo que está de 

acuerdo con el tamaño de las cavidades calculado a partir de los datos 

cristalográficos. Debe destacarse que 1 posee una estructura altamente porosa 

con una superficie de BET de 1920 m2 g-1 capaz de adsorber 26 mmol g-1 de N2 

a una presión relativa de 0.3, lo que corresponde con un volumen de poro de 

0.90 cm3 g-1 (0.57 cm3 cm-3). Como se puede observar, el valor del volumen de 

poro obtenido a partir de los datos de la isoterma de adsorción de N2 a 77 K es 
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un poco más bajo que el calculado a partir de los datos de la estructura 

cristalina (0.71 cm3 cm-3) lo que indica que hay una pequeña porción de los 

poros de este material que no es accesible al N2. De acuerdo con lo expuesto 

anteriormente, se ha demostrado que 1 posee una matriz porosa altamente 

accesible por lo que se espera que sea adecuada para incorporar otras 

moléculas huésped de interés de tamaño mediano como, por ejemplo, 

metalofármacos.  

 
Figura 2.9. Isoterma de adsorción de N2 (77 K) para el MOF [Ni8(µ4-OH)4(µ4-H2O)2(µ4-4,4’-

(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazolato)6]n. La desorción se denota con símbolos vacíos. 

 

La gran estabilidad química de 1 en condiciones fisiológicas y sus 

características porosas (elevado tamaño de poro) hacen pensar en su posible 

aplicación como sistema de liberación controlada de la metalodroga no 

convencional [Ru(p-cimeno)Cl2(pta)], RAPTA-C (pta: 1,3,5-triaza-7-

fosfanoadamantano). De hecho, el RAPTA-C tiene un diámetro estimado de 

0.9 nm,8 que permitiría su acceso a las cavidades tetraédricas y octaédricas del 

MOF a través de las ventanas de los poros (0.9 nm). Por tanto, con el objetivo 

de evaluar esta aplicación, se realizaron estudios de adsorción/desorción de la 

metalodroga RAPTA-C en 1 a temperatura controlada. Para ello, en primer 

lugar, el MOF activado 1 se suspendió con agitación en disoluciones con una 

concentración de RAPTA-C determinada hasta alcanzar el equilibrio (medida 

de la isoterma de adsorción sólido-líquido). A continuación, el ritmo y cantidad 

de fármaco liberado por el sistema de tipo 1@RAPTA-C, en un disolución de 

fluido corporal simulado a 310 K se determinó analizando alícuotas de dicha 
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disolución cada cierto período de tiempo mediante UV-vis. Siguiendo esta 

metodología, se determinó la capacidad, cinética y reversibilidad del proceso 

de adsorción-desorción (Figura 2.10). 

 
Figura 2.10. Proceso de incorporación y liberación de RAPTA-C en 1. Durante el proceso de 

desorción en fluido corporal simulado (FCS), se produce la liberación de la metalodroga al 

medio fisiológico mientras que el MOF, altamente robusto, permanece inalterado. 

 

En efecto, la impregnación de 1 con una disolución acuosa de RAPTA-C 

(0.025 M) conlleva una rápida incorporación de esta metalodroga en 1, 

alcanzándose el equilibrio a las 4 horas. La incorporación de RAPTA-C en las 

cavidades de 1 se pone de manifiesto por la drástica disminución de su 

capacidad de adsorción de N2, desde 21.2 mmol g-1 del material original, hasta 

4.4 mmol g-1 tras la carga con RAPTA-C, aunque se mantiene su integridad 

estructural, tal y como se aprecia en el difractograma de rayos X en polvo 

medido después de la incorporación de RAPTA-C (Figura 2.11). 
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Figura 2.11. Izquierda: isoterma de adsorción de N2 a 77 K para el compuesto activado 1 

(triángulos azules) y para la matriz porosa cargada con RAPTA-C, 1@RAPTA-C (rombos 

naranjas). Los símbolos vacíos denotan el proceso de desorción. Derecha: difractograma de 1 

antes de la adsorción de RAPTA-C (azul), y después de la adsorción de la metalodroga 

(naranja). 

 

A continuación, se estudió de forma detallada el proceso de adsorción 

sólido-líquido a 298 K. Los resultados demostraron que el proceso de 

adsorción presenta una isoterma tipo I (Figura 2.12), cuyos puntos se pueden 

ajustar a la forma lineal del modelo de Langmuir (ecuación [2.1]): 

 
!
! !

!
!!

! !
!!!

      [2.1] 

 

donde C es la concentración de la disolución acuosa de RAPTA-C (M) en el 

equilibrio, n es la cantidad de RAPTA-C incorporado en 1 (mmol g-1), K es la 

constante de Langmuir y nm corresponde a la saturación prevista de RAPTA-C 

en 1 (mmol g-1). 

 

Los resultados muestran un valor máximo de carga nm de 2.4 mmol (1.1 

g) de RAPTA-C por gramo de 1 (3.97 mmol de RAPTA-C por mmol de 1). Este 

valor de carga corresponde con cuatro moléculas de RAPTA-C por fórmula 

unidad de 1. Teniendo en cuenta el tamaño interno aproximado de los huecos 

octaédricos y tetraédricos que presenta 1 (1.6 y 1.0 nm, respectivamente), así 

como el tamaño de la molécula de RAPTA-C (0.9 nm), podemos concluir que, 

en cada cavidad octaédrica se alojan dos moléculas de RAPTA-C mientras 

que, en cada cavidad tetraédrica se incluye una molécula de RAPTA-C (Figura 
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2.13). Por tanto, mediante esta estrategia se consigue una carga máxima de la 

metalodroga RAPTA-C en la red porosa.  

 
Figura 2.12. Isoterma de adsorción sólido-líquido de una disolución acuosa de RAPTA-C en 1 

a 298 K. Los datos obtenidos se ajustan al modelo lineal de Langmuir (gráfica insertada).  

 

 
Figura 2.13. Representación de la incorporación de RAPTA-C (4 moléculas por fórmula unidad 

de MOF) en el material poroso 1. 

 

Finalmente, se estudió la capacidad de 1 para liberar RAPTA-C en fluido 

corporal simulado (FCS) a 310 K con el propósito de considerar su posible 

aplicación como agente para la liberación controlada de este metalofármaco. 

Para ello, en primer lugar, se determinó la cinética de liberación de RAPTA-C 

midiendo la cantidad de metalodroga liberada a la disolución sobrenadante de 

FCS a diferentes tiempos mediante UV-vis. Los resultados obtenidos a 
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volumen contante (20 mL) de FCS muestran que el equilibrio del proceso de 

desorción se alcanza a las 5 horas (Figura 2.14). Estos datos de desorción se 

pueden ajustar a una cinética de primer orden, de acuerdo con la ecuación 

[2.2]: 

 

!! ! !! ! !! !!!!"     [2.2] 

 

donde qE y qt son las cantidades de RAPTA-C liberadas por gramo de MOF 

(mmol g-1) en el equilibrio y a un cierto tiempo t (h), respectivamente, y k es la 

constante cinética de primer orden (h-1). El ajuste de datos da como resultado 

un valor de k de 1.63 h-1, que corresponde con un tiempo de vida media, t1/2 de 

liberación de la metalodroga de 25 minutos. La facilidad con que se da el 

proceso de adsorción/desorción está de acuerdo con que la incorporación de la 

metalodroga en 1 tiene lugar mediante un proceso de fisisorción, 

descartándose, por tanto, la quimisorción ya que implicaría reacciones de 

intercambio de ligandos y la coordinación del Ru a los grupos alquino de los 

ligandos bispirazolato. La reversibilidad del proceso de adsorción puede 

demostrarse cuantificando la cantidad de RAPTA-C liberado después de 

alcanzar el equilibrio (isoterma de desorción sólido-líquido) a 310 K. Los 

resultados muestran que cuando se suspenden 10 mg de 1@RAPTA-C en 20 

mL de FCS, el 20% de la metalodroga se libera, dando lugar a una disolución 

de RAPTA-C con una concentración de 0.1 mM (Figura 2.14). Por otro lado, 

resulta interesante determinar la cantidad máxima de metalodroga que el MOF 

es capaz de liberar. Así pues, se suspendió la matriz porosa cargada 

1@RAPTA-C en volúmenes crecientes de FCS bajo agitación durante 1.5 

horas a 310 K. De esta forma, se determinó que la cantidad de metalofármaco 

liberada aumenta hasta el 70% cuando el volumen de FCS en el que se 

suspende 1@RAPTA-C aumenta hasta 200 mL, lo que corresponde con una 

disolución final de RAPTA-C con una concentración de 0.004 mM. 
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Figura 2.14. Proceso de desorción de RAPTA-C a partir de 10 mg de 1@RAPTA-C en 20 mL 

de fluido corporal simulado a 310 K. En la gráfica insertada, se representa el ajuste de los 

datos a un cinética de primer orden. 
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Conclusiones  
 

En este apartado, se ha propuesto una red metalorgánica porosa, 

[Ni8(µ4-OH)4(µ4-H2O)2(µ4-4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazolato)6]n (1), con 

una excepcional estabilidad química y mecánica, incluso en fluido corporal 

simulado, para su aplicación en la encapsulación y liberación de un 

metalofármaco no convencional de rutenio, RAPTA-C. La estrategia seguida 

para la obtención de este MOF revela que el uso de enlaces de coordinación 

robustos metal-azolato da lugar a materiales con una estabilidad mayor que la 

que ofrecen muchos MOFs tradicionales basados en sistemas metal-

carboxilato.  

 

Por otra parte, utilizando diferentes técnicas de caracterización se ha 

demostrado que 1: i) tiene un tamaño de partícula óptimo (130 ± 30 nm) para 

su aplicación como sistema de liberación controlada de fármacos 

anticancerígenos; ii) es estable térmicamente (Td = 623 K); iii) posee porosidad 

permanente (con una superficie de BET de 1920 m2 g-1 y con un volumen de 

poro de 0.90 cm3 g-1); iv) es estable mecánicamente, manteniendo su 

cristalinidad y porosidad incluso tras la aplicación de cargas de 1 y 2 toneladas 

cm-2; y v) presenta una extraordinaria estabilidad química cuando se somete a 

reflujo en disolventes orgánicos comunes, agua, disoluciones ligeramente 

ácidas o básicas, o incluso en fluido corporal simulado (FCS). 

 

En vista de la elevada porosidad y estabilidad en fluido corporal 

simulado de 1, se ha investigado su capacidad para la captura de la 

metalodroga no convencional [Ru(p-cimeno)Cl2(pta)] (RAPTA-C). El material 

activado ha demostrado un capacidad de carga significativa de RAPTA-C, 

mediante fisisorción, de 3.97 mmol de RAPTA-C por mmol de MOF (1.1 g de 

fármaco por gramo de MOF). Este valor se corresponde con 4 moléculas de 

RAPTA-C por fórmula unidad de MOF, que se alojan tanto en cavidades 

octaédricas (2 moléculas) como tetraédricas (1 molécula). Debe destacarse 

que el proceso de adsorción es reversible y que el compuesto RAPTA-C puede 

liberarse en fluido corporal simulado siguiendo una cinética de primer orden 

con un t1/2 de liberación de la metalodroga de 25 minutos . 
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En definitiva, los resultados obtenidos demuestran que [Ni8(µ4-OH)4(µ4-

H2O)2(µ4-4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazolato)6]n puede considerarse una 

prueba de concepto adecuada para demostrar la utilidad de los polímeros de 

coordinación porosos o redes metalorgánicas como agentes liberadores de 

metalofármacos no convencionales. Hasta donde nuestro conocimiento 

alcanza, es la primera vez que aparece descrito en la bibliografía la aplicación 

de una red metalorgánica porosa como agente portador y liberador de un 

metalofármaco no convencional. Sin embargo, 1 presenta algunas limitaciones 

como son la presencia de metales potencialmente tóxicos en su estructura 

(Ni(II)) y una cinética de liberación de RAPTA-C demasiado rápida. Esta 

situación pone de manifiesto la necesidad de seguir desarrollando nuevos 

MOFs para esta aplicación que contengan iones metálicos biocompatibles en 

sus estructuras (ej. Ca(II), Fe(II), Al(III), Zn(II)), y que den lugar a interacciones 

más específicas con las metalodrogas para conseguir una verdadera liberación 

controlada de las mismas, es decir, una liberación constante durante un tiempo 

prolongado.9 
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2.2 CPO-27-Ni en terapias combinadas de NO y RAPTA-C 
 

Como ya se ha comentado en la introducción de esta Tesis Doctoral, el 

monóxido de nitrógeno (NO) es una molécula señal muy importante 

involucrada en numerosos procesos biológicos,1 como la vasodilatación2 y la 

re-epitelización.3 Además, se ha comprobado que juega un papel importante en 

procesos cancerígenos puesto que el NO tiene en sí mismo actividad citotóxica 

y, además, puede aumentar la sensibilidad de las células cancerígenas frente a 

tratamientos de quimioterapia y radioterapia. Consecuentemente, se ha 

empezado a estudiar su aplicación combinada con otros fármacos 

antitumorales con el fin de desarrollar terapias mejoradas para el tratamiento 

del cáncer. En este sentido, algunos estudios recientes demuestran que el NO 

potencia la actividad citotóxica de ciertos agentes quimioterapéuticos como, por 

ejemplo, del cisplatino frente a células de fibroblastoma pulmonar V79 y cáncer 

escamoso de cabeza y cuello;4 de la fludarabina en el tratamiento de leucemia 

linfocítica crónica;5 del melfalán frente a células de fibroblastoma pulmonar V79 

y de cáncer de mama MCF-7;6 así como de la doxorrubicina para el tratamiento 

de cáncer de pecho y cáncer de colon humanos.7 Asimismo, debe destacarse 

que se ha comprobado que el NO retrasa los procesos de resistencia adquirida 

al tratamiento con doxorrubicina.8 

 
Teniendo en cuenta todo lo anterior, en este apartado, se presenta el MOF 

CPO-27-Ni como vehículo para la liberación combinada de NO y RAPTA-C. En 

los últimos años, se han descrito numerosos compuestos porosos de 

naturaleza inorgánica como agentes liberadores de NO. Este es el caso de 

algunas zeolitas9 y de la serie de MOFs isoestructurales [M2(dhtp)(H2O)]!8H2O 

(CPO-27-M) (H4dhtp: ácido 2,5-dihidroxitereftálico, M = Ni, Zn, Mg, Mn, Fe y 

Co). El CPO-27-Co fue el primer compuesto cristalino de esta serie sintetizado 

con éxito por Dietzel y sus colaboradores en 2005 (Figura 2.15).10 A partir de 

esa primera estructura cristalina, se han descrito una gran variedad de 

análogos basados en Ni(II), 11  Zn(II), 12  Mg(II), 13  Mn(II) 14  y, recientemente, 

Fe(II).15  
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La estructura cristalina de estos compuestos está basada en una topología 

similar a la de un panal de abejas con grandes poros unidimensionales (1D) 

con diámetros de 11 - 12 Å. El átomo metálico se encuentra coordinado a seis 

átomos de oxígeno, formando un octaedro distorsionado. Cinco de esos 

oxígenos proceden de los ligandos orgánicos desprotonados, mientras que el 

sexto pertenece a una molécula de agua. La eliminación de estas moléculas de 

agua coordinadas a los centros metálicos mediante un proceso de activación 

térmica da lugar a la formación de centros metálicos con posiciones de 

coordinación insaturadas. Se ha demostrado que la presencia de estos centros 

activos de adsorción en esta serie de MOFs mejora su capacidad de adsorción 

frente a determinados gases y su selectividad en la separación de mezclas de 

gases.16 Esto se debe a que los centros metálicos insaturados pueden dar 

lugar a interacciones específicas de formación de enlaces de coordinación con 

moléculas huésped, como por ejemplo H2O, CO2, NO, CO, etc., dando lugar a 

la formación de aductos.  
 

 
Figura 2.15. Estructura cristalina del MOF [Co2(dhtp)(H2O)2]!8H2O (CPO-27-Co) cargado con 

NO resuelta a partir de un refinamiento de tipo Rietveld de los datos de difracción de RX en 

polvo. Izquierda: coordinación de las moléculas de NO a los centros metálicos insaturados del 

MOF de Co. Derecha: ampliación de las posiciones de coordinación libres donde pueden tener 

lugar procesos de reconocimiento molecular. Cobalto. Oxígeno. Nitrógeno. Carbono.  

 

Debe destacarse que de la serie CPO-27-M, particularmente, el derivado 

de Ni(II) presenta una gran capacidad de adsorción y liberación de NO.17 El 

mecanismo de adsorción se ha descrito como la coordinación de las moléculas 

de NO a los centros de Ni(II) con posiciones de coordinación insaturadas. 
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Durante el proceso de adsorción, se forma un aducto Ni-NO que hace posible 

la incorporación y posterior liberación, mediada por agua, de 7 mmol de NO por 

gramo de material. Además, el CPO-27-Ni presenta un buen equilibrio entre 

estabilidad y solubilidad en suero bovino durante un largo período de tiempo 

(!10 días) (Figura 2.16). Esta característica es clave en sistemas portadores de 

fármacos que han de ser lo suficientemente estables como para liberar el 

agente terapéutico, en este caso NO, antes de su degradación en condiciones 

fisiológicas pero, después, deben degradarse para ser eliminados y evitar su 

acumulación endógena.18 

 
Figura 2.16. Estabilidad química del MOF CPO-27-Ni al incubarse en suero bovino a 310 K 

durante varios días. Después de cuatro días, tiempo suficiente para la liberación de todo el NO 

almacenado, menos del 10% del MOF se ha disuelto en el suero.  

 

Es necesario, destacar que a pesar de la incorporación de NO en los 

centros metálicos de la estructura de CPO-27-Ni sigue existiendo una 

porosidad residual (12 Å) que permite la incorporación de moléculas bioactivas 

adicionales. Por tanto, se puede considerar que este material es un candidato 

prometedor como agente liberador de múltiples fármacos no convencionales. 

Así, mientras que las moléculas de NO pueden coordinarse a las posiciones de 

coordinación insaturadas de los centros metálicos, las moléculas de RAPTA-C 

pueden ocupar el volumen de poro residual de la estructura (Figura 2.17). 

transition. MOF-5 is one such unstable material. However, others
show perfectly adequate stability. For example, M-CPO-27 can be
left in bovine serum for days, and shows just a small amount of dis-
solution over this period (as measured by the amount of metal in
the blood after removal of the solid MOF, Fig. 4). This balance be-
tween reasonable stability and solubility after an extended period
is exactly what is required for applications. Of course, such an
experiment does not preclude the existence of any moisture-in-
duced phase changes in the solid, but it is clear that M-CPO-27
in particular is persistent enough in physiological solutions to en-
able it to deliver its load of stored NO, before it dissolves in the
solution.

In addition, recent work on using MOFs for drug delivery indi-
cates that other MOFs (particularly Fe-MIL-100 and Fe-MIL-101)
are stable in biological solutions for extended periods with no
deterioration in performance (e.g. for up to 3 weeks and beyond)
[4,5]. However, it seems they are biodegradable in that they dis-
solve slowly and are cleared by the body relatively easily.

7. Toxicology of MOFs

The compositional variety of these materials also means that
many MOFs and zeolites are toxicologically acceptable for use in

healthcare applications. In this paper we have reported results on
Ni, Co and Cu-containing MOFs. Clearly these are not the optimum
choices regarding their toxicology. However, it should be remem-
bered that if the benefit of using these materials is great enough
even these so-called toxic metals may be used, especially for
in vitro biological applications. For other compositions of MOFs
the toxicology is likely to be much more favourable, and those car-
ried out so far (e.g. on iron carboxylate materials) are extremely
encouraging [24]. It should also be noted that compounds with
the same chemical compositions as MOFs have been approved
for medical use as prescribed drugs. For example, iron fumarate,
which has the same chemical composition as the MOF designated
Fe-MIL-88A, is approved as an oral iron supplement (trade name
Ferrets). The approval for this chemical also indicates that the
MOF composition is likely to be cleared by the body without harm-
ful effects. Toxicology studies of Fe-MIL-88 and Fe-MIL-101 type
MOFs injected into rats indicate similar results, with no detrimen-
tal effects after several months of chronic exposure [25].

8. Discussion and conclusions

The biological applications of MOFs are only just being devel-
oped. However, the obvious issues regarding their suitability for
therapeutic applications appear to be answerable. Certainly, MOFs
show excellent gas storage properties, particularly for NO. All the
criteria in terms of amounts, rates and formulation of the delivery
of the gas seem to match those needed for medical applications
very well indeed. The questions remaining are all to do with the
more practical questions, including the stability of the materials
and their potential toxicity. The preliminary results on both stabil-
ity and toxicology look very encouraging for certain chemical com-
positions, although one must remember that generalizing about
MOFs will be difficult because they have such a large range of pos-
sible chemical composition.

One particularly important aspect of NO donors is their biocom-
patibility. Many currently proposed NO donors have significant
drawbacks, particularly those regarding the co-delivery of toxic,
carcinogenic or pro-inflammatory side products [17]. The con-
trolled delivery of pure NO is therefore a prerequisite for applica-
tions as this significantly reduces unwanted side reactions.
Recent work has shown that pure NO delivered by zeolites is
non-inflammatory on contact with human tissue [16]. The excep-
tional behaviour over the whole adsorption-storage-delivery cycle
indicates that the MOFs reported in this paper only deliver pure
gaseous NO. This combination of biocompatibility of the gas
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Fig. 4. The dissolution of Ni-CPO-27 MOF incubated in bovine serum at 37 oC for
several days. Note that after 4 days, well beyond the lifetime of any NO delivery for
normal applications, less than 10% of the MOF has dissolved into the serum.

Fig. 3. The biological activity of NO-releasing MOFs. (Left) Representative trace (of three independent experiments) showing the vasodilatory effect of Ni-CPO-27 in a pre-
contracted porcine coronary artery. A pellet (!5 mg) of Ni-CPO-27 was placed in the organ bath (10 ml) and removed as indicated by the arrows at 0 and 10 min, respectively.
100% relaxation was achieved within 4 min of the addition of the pellet and the relaxation slowly recovered upon removal. (Right) The anti-thrombosis effect of NO-releasing
HKUST-1. Platelet rich human plasma when exposed to NO-releasing HKUST-1 shows no effect (pink line). However, on exposure to NO-free HKUST-1 the response indicated
complete aggregation of the platelets and the formation of thrombi. (For interpretation of the references in colour in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article.)
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Figura 2.17. Activación térmica de la red metalorgánica CPO-27-Ni, con el fin de eliminar las 

moléculas de H2O adsorbidas en su estructura, y la posterior encapsulación de NO y RAPTA-

C. Níquel. Carbono. Oxígeno. Hidrógeno (blanco). Nitrógeno. Rutenio. Fósforo. Cloro. 

 

Discusión y resultados 
 

Para la síntesis del CPO-27-Ni se siguió la metodología descrita en 

bibliografía. Para ello, se disolvieron Ni(AcO)2!4H2O y ácido 2,5-

dihidroxitereftálico (H4dhtp) en relación 2:1 en H2O y THF, respectivamente. La 

mezcla de ambas disoluciones se hizo reaccionar en condiciones 

solvotermales a 383 K durante 72 horas (Figura 2.18). Trascurrido el tiempo de 

reacción, se obtuvo una suspensión que se filtró dando lugar a un sólido 

microcristalino de color amarillo y formulación [Ni2(dhtp)(H2O)2]!8H2O (CPO-27-
Ni). El análisis posterior de este material mediante difracción de rayos X en 

polvo, demostró que se trataba de la fase pura CPO-27-Ni publicada por 

Dietzel y colaboradores (para más detalles experimentales véase el Anexo A).11 

 

Figura 2.18. Síntesis solvotermal para la obtención del compuesto microcristalino CPO-27-Ni. 

Níquel. Carbono. Oxígeno. Hidrógeno (blanco). 

 

! 

RAPTA-C CPO-27-Ni 

Moléculas  
bioactivas 
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NO 
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De acuerdo con la estructura descrita en bibliografía, el polímero CPO-
27-Ni cristaliza en el sistema trigonal en el grupo espacial R3 (a = b = 25.9783, 

c = 6.6883 Å, V = 3967.1 Å3, Z = 18, ! = 1.195 g cm-3, Vp = 0.56 cm3 g-1). Su 

estructura cristalina se basa en una red tridimensional neutra de canales 

hexagonales que recuerda a un panal de abejas. El componente inorgánico 

forma una cadena helicoidal de octaedros compartidos de NiO6, donde cada 

átomo metálico está unido a dos oxígenos pertenecientes a grupos olato del 

ligando, tres oxígenos de grupos carboxilato y una molécula de agua (Figura 

2.19).19 Las cadenas helicoidales del CPO-27-Ni están separadas por ligandos 

dihidroxitereftalato. Estos espaciadores orgánicos actúan como pilares rígidos 

entre cadenas, de forma que cada ligando orgánico está unido a tres 

posiciones metálicas diferentes de cada cadena.  

 
Figura 2.19. Izquierda: estructura cristalina del CPO-27-Ni donde se pueden ver los canales 

hexagonales y las posiciones de adsorción representadas con grandes esferas. Derecha: vista 

de la cadena helicoidal del CPO-27-Ni donde se muestran las posiciones de coordinación 

insaturadas.  

 

Una vez aislada la matriz porosa CPO-27-Ni, se estudió el tamaño de 

sus partículas mediante Microscopía Electrónica de Barrido a Presión Variable 

(VP-SEM). El recuento manual de 210 partículas y el posterior tratamiento 

estadístico de los datos proporcionó un tamaño promedio de partícula de 1093 

± 580 nm, con un alto grado de dispersión, coincidiendo con resultados 

previamente publicados (Figura 2.20).20 Sin embargo, recientemente, se han 

publicado dos estudios donde se describen nuevas estrategias de síntesis para 

el CPO-27-Ni (síntesis mediada por microondas21 y síntesis mediante mezcla 

of the metal cation, there is generally strong interaction between

the metal and molecules which can act as Lewis base, e.g. water,

CO2, NO, and CO leading to defined adducts in which a coor-

dinative bond has formed between the guest molecule and the

metal cation.36,39–41 Furthermore, strong interaction between the

metal ion and hydrogen, a molecule not possessing free electron

pairs that it might donate towards the Lewis acidic centre, has

been observed.33,38,40,42 This is probably a result of increased

dispersion forces at work between the cation and the polarizable

hydrogen molecule. Non-negligible interaction can therefore be

expected for other non-Lewis base molecules, methane being one

example.

In this report, we present the results of adsorption studies on

the nickel and magnesium members of the CPO-27-M series. The

nickel compound was selected because of the facility with which

it can be activated, while the magnesium compound represents

the coordination polymer of this non-toxic lightweight metal

with the highest specific surface area to date.

Experimental

Synthesis of materials

CPO-27-Ni. A solution of 2,5-dihydroxyterephthalic acid

(2.972 g, 15 mmol) in THF (50 mL) and a solution of nickel(II)

acetate tetrahydrate (7.466 g, 30 mmol) in water (50 mL) were

combined in a Teflon-lined insert of 200 mL volume. The insert

was put into an autoclave, sealed, and reacted for 3 days at 383 K

in a pre-heated furnace. Filtration yields 6.461 g of a yellowish

fine crystalline product which was washed three times with water

(50–100 mL). Powder X-ray diffraction confirms the identity of

the compound.

CPO-27-Mg. Magnesium acetate tetrahydrate (3.216 g, 15

mmol), 2,5-dihydroxyterephthalic acid (1.486 g, 7.5 mmol),

N-methylpyrrolidone (90 mL), and water (10 mL) are combined

in the 200 mL Teflon insert of an autoclave. After homogeniza-

tion of the mixture, the autoclave is sealed and reacted at 393 K

for 1 day. Filtration and washing with methanol yields 1.502 g of

a bright yellow fine crystalline compound. Powder X-ray

diffraction confirms the identity of the compound.

Gas adsorption measurements

The porosity of the as-synthesized materials was confirmed by

nitrogen adsorption measurements at 77 K using a BELSORP-

max instrument. As-synthesized CPO-27-Ni was pre-treated by

heating at 473 K for 19 h in dynamic vacuum using an external

pre-treatment station and at 383 K for 1 h connected to the

adsorption instrument. An apparent BET surface area of

1218 m2 g!1 and pore volume of 0.47 cm3 g!1 was obtained.

CPO-27-Mg was treated with methanol for 7 d. The solvent was

exchanged once per day. It was then pre-treated by heating at

513 K for 48 h in a dynamic vacuum at the external station and

1 h at 393 K connected to the adsorption instrument. All oper-

ations were performed under an inert atmosphere. An apparent

BET surface area of 1542 m2 g!1 and pore volume of 0.63 cm3 g!1

was obtained. Comparison of the experimentally derived pore

volumes with calculation of the void space in the empty crystal

structure indicates that the materials were essentially fully

activated. Calculations were performed using PLATON43 and

yielded a theoretical pore volume of 0.48 cm3 g!1 for Ni2(dhtp)

and 0.65 cm3 g!1 for Mg2(dhtp).

High pressure gas adsorption isotherms at pressures up to

10 000 kPa were measured using a Belsorp-HP instrument

equipped with an additional higher precision pressure transducer

for the pressure range below 100 kPa. Ultrahigh purity grade

carbon dioxide (99.9992%), methane (99.9995%), nitrogen

(99.999%), and helium (99.9999%) were used. The dead volume

of the empty sample cell was determined at 298 K using helium

gas prior to filling with the sample. Prior to measurement, CPO-

27-Ni was pre-treated for 12 h at 473 K in a dynamic vacuum,

resulting in 1.266 g of activated sample. CPO-27-Mg was pre-

treated for 19 h at 523 K in a dynamic vacuum, yielding 0.477 g

of activated sample.

The non-ideal behaviour of the gas was corrected for by

application of virial equations employing four virial coefficients.

The equations were obtained by fitting the polynomal equation

to the pressure dependent compressibility factor Z, which was

calculated from NIST data.44 The experimental data of the

volume of CO2 and CH4 adsorbed are shown in Fig. S1 and

Fig. S2 in the ESI.†

Isosteric heats of adsorption were calculated using

the adsorption isotherms collected at the lowest available

Fig. 1 (a) Cutout along the chains of metal–organic framework CPO-27

showing the coordinatively unsaturated metal site in form of the square-

pyramidally coordinated metal atom; (b) Crystal structure of CPO-27

viewed along the channels illustrating the primary adsorption site at the

metal as large spheres.
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rápida de disolventes)22 que dan lugar a materiales con tamaños de partícula 

menores (entre 20 y 600 nm). 

 
Figura 2.20. Imágenes de VP-SEM para el compuesto CPO-27-Ni.  

 

Por otra parte, en relación a las propiedades térmicas del CPO-27-Ni, 
debe destacarse que la red estructural es estable hasta los 523 K. Además, las 

moléculas de agua adsorbidas o coordinadas a los centros de Ni(II) se pueden 

eliminar fácilmente mediante la activación térmica del compuesto a 423 K en 

vacío dinámico (10-4 bar) durante 12 h. Este proceso de deshidratación no 

provoca la destrucción de la conectividad de la red y, gracias a él, se alcanza 

una porosidad accesible del 60%. Tras la eliminación de las moléculas de 

agua, se forman centros metálicos con sólo cinco de las seis posiciones de 

coordinación ocupadas con una geometría de pirámide de base cuadrada, con 

las posiciones de coordinación vacías orientadas hacia el interior de los poros 

(Figura 2.19). Este entorno de coordinación desfavorable se traduce en una 

gran afinidad de los centros metálicos por la coordinación de moléculas 

huésped de tipo base de Lewis (NO, CO, H2O, etc.).  

 

Tras llevar a cabo la activación de la matriz porosa CPO-27-Ni, se 

procedió a estudiar la estabilidad química de la misma en diferentes 

disolventes orgánicos comunes anhidros (para evitar la coordinación de 

moléculas de agua a los centros metálicos), con el fin de evaluar su posible uso 

en la encapsulación de RAPTA-C. Para este estudio, se escogieron disolventes 

capaces de solubilizar el RAPTA-C. Los mejores valores de solubilidad de 

RAPTA-C se obtuvieron para el diclorometano (CH2Cl2) (9 mg de RAPTA-C por 

mL), el metanol (MeOH) (7 mg de RAPTA-C por mL) y el tetrahidrofurano (THF) 
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(2 mg de RAPTA-C por mL). De acuerdo con estos resultados, a continuación, 

se demostró que la matriz porosa activada poseía una elevada estabilidad 

química en dichos disolventes, puesto que su patrón de difracción de RX en 

polvo permanecía inalterado después de someterla a agitación en los mismos 

durante 72 h (Figura 2.21). 

 
Figura 2.21. Difractogramas de rayos X en polvo para el CPO-27-Ni después de los ensayos 

de estabilidad química en diferentes disolventes orgánicos anhidros (THF, CH2Cl2 y MeOH).  

 

Gracias a la estabilidad química que presenta la red porosa en los 

disolventes anteriormente mencionados, se pudo llevar a cabo el estudio de la 

encapsulación de RAPTA-C y NO en CPO-27-Ni siguiendo la metodología 

representada en la Figura 2.22. En primer lugar, se llevo a cabo la 

encapsulación de RAPTA-C en el MOF CPO-27-Ni mediante la impregnación 

de la matriz porosa en disoluciones saturadas al 80% de RAPTA-C a 298 K. 

Los resultados obtenidos mediante UV-vis y análisis elemental demuestran que 

el CH2Cl2 es el disolvente más adecuado para llevar a cabo la incorporación de 

la metalodroga y obtener la matriz cargada CPO-27-Ni@RAPTA-C puesto que, 

en este disolvente, se consigue la mayor carga de RAPTA-C de ! 4 moléculas 

de RAPTA-C por celdilla unidad de CPO-27-Ni (1 mmol de RAPTA-C por 

gramo de CPO-27-Ni ó 0.23 mmol de RAPTA-C por mmol de CPO-27-Ni). 
Probablemente, estos resultados se deben a la mayor concentración de 

RAPTA-C en la disolución resultante puesto que la solubilidad de RAPTA-C en 

el disolvente apolar CH2Cl2 es significativamente mayor que en MeOH o THF. 
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Figura 2.22. Proceso de incorporación y liberación de RAPTA-C y NO en la matriz porosa 

CPO-27-Ni. En primer lugar, se estudió la liberación de NO al poner en contacto el MOF 

cargado con un gas húmedo. Por otro lado, se estudió la liberación de RAPTA-C en fluido 

corporal simulado (FCS). Níquel. Carbono. Oxígeno. Nitrógeno. Rutenio. Fósforo. Cloro. 
 

La incorporación de la metalodroga en los poros de la red del CPO-27-Ni 
queda demostrada por: i) la drástica disminución en la capacidad de adsorción 

de N2 a 77 K, de hecho la superficie de BET disminuye desde 720 m2 g-1 para 

el material original hasta 45 m2 g-1 tras la carga con RAPTA-C (Figura 2.23a); ii) 

la presencia de algunos picos característicos del RAPTA-C en el IR del MOF 

cargado CPO-27-Ni@RAPTA-C (Figura 2.23b); y iii) la mayor estabilidad 

térmica de la matriz porosa cargada en comparación con el MOF original 

(Figura 2.23c). Por otra parte, debe destacarse que la integridad estructural de 

la red se mantiene después de la incorporación de RAPTA-C, tal y como se 

aprecia en el difractograma de rayos X en polvo medido después de la 

incorporación del metalofármaco (Figura 2.23d). 
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!
2.23. (a) Isotermas de adsorción de N2 a 77 K; (b) espectros IR; (c) diagrama de análisis 

termogravimétrico y (d) difractogramas de RX en polvo para los compuestos CPO-27-Ni, CPO-

27-Ni@RAPTA-C y RAPTA-C. La desorción se denota con símbolos vacíos.  

 

Un vez que se logró incorporar el metalofármaco RAPTA-C en la 

estructura porosa del CPO-27-Ni, se estudió la capacidad de la especie 

resultante CPO-27-Ni@RAPTA-C para adsorber NO. Las medidas de 

adsorción gravimétrica de NO a temperatura ambiente demostraron que la red 

CPO-27-Ni@RAPTA-C es capaz de adsorber 6.0 mmol de NO/g de MOF 

activado (2.51 mmol de NO/mmol de MOF). Este valor es similar al obtenido 

para el CPO-27-Ni original (7 mmol/g, ó 2.2 mmol de NO/mmol de MOF) 

(Figura 2.24), lo que significa que la presencia de RAPTA-C en las cavidades 

del MOF no impide el acceso del NO a los centros de metálicos insaturados de 

la estructura. Asimismo, se mantiene la forma de las isotermas en las que se 

observa un ciclo de histéresis característico de materiales donde la molécula 

de NO se enlaza fuertemente al átomo metálico. La cantidad de NO adsorbido 

corresponde, aproximadamente, con 1 molécula de NO por centro de 

coordinación insaturado, aunque también hay una pequeña cantidad de NO 

fisisorbido que interacciona débilmente con la superficie de los poros. Debe 

destacarse, que las especies activadas muestran un color (amarillo) diferente al 
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de los materiales resultantes después de la exposición a una corriente de NO 

(verde oscuro), lo que confirma la coordinación de estas moléculas huésped a 

los centros de Ni(II). Esto mismo sucede con otros compuestos con centros 

metálicos de coordinación insaturados en su estructura. 23  Los resultados 

obtenidos demuestran que el mecanismo de adsorción del RAPTA-C 

(fisisorción) es independiente del de NO (quimisorción).  

 
Figura 2.24. Isoterma de adsorción de NO a 298 K para el compuesto activado CPO-27-Ni y 

para el material derivado cargado CPO-27-Ni@RAPTA-C. La desorción se denota con 

símbolos vacíos. Níquel. Carbono. Oxígeno. Nitrógeno. Rutenio. Fósforo. Cloro. 

 

Por otro lado, la presencia de NO en la matriz porosa se confirmó 

mediante espectroscopía IR en colaboración con la Prof. Bárbara Gil del 

Departamento de Química Inorgánica de la Universidad Jaguelónica de 

Polonia. Para llevar a cabo dicha caracterización se prepararon dos pastillas 

prensadas de CPO-27-Ni y CPO-27-Ni@RAPTA-C. Posteriormente, se 

introdujeron en una celda de gases que permitió llevar a cabo la activación 

térmica de las muestra, para después exponerlas a una corriente de NO 

(véanse los detalles experimentales en el Anexo A). Los resultados muestran 

que la banda de stretching a 1839 cm-1, característica de la molécula de NO, es 

menos intensa en el compuesto CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO que en el MOF 

original cargado con NO. Este hecho confirma de nuevo que la cantidad de NO 

adsorbida por la matriz porosa previamente cargada con RAPTA-C es algo 

menor que en el caso del MOF original debido, seguramente, al espacio que 

ocupan las moléculas de RAPTA-C en las cavidades de la estructura (Figura 

2.25). Por otro lado, la forma y posición de la banda es similar en ambos casos 
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lo que demuestra que también en el CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO la adsorción 

de NO se produce en los centros metálicos con posiciones de coordinación 

insaturadas y no se debe sólo a un fenómeno de fisisorción sobre la superficie.  

 
Figura 2.25. Espectros IR de CPO-27-Ni@NO y CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO en la región de 

NO. A pesar de la presencia de moléculas de RAPTA-C en los poros, podemos concluir que los 

centros metálicos coordinativamente insaturados del CPO-27-Ni continúan siendo accesibles. 

 

Por último, se estudió la capacidad de la matriz porosa CPO-27-
Ni@RAPTA-C@NO para liberar NO y RAPTA-C. Tal y como describieron 

Morris y sus colaboradores, las moléculas de agua son capaces de reemplazar 

las moléculas de NO coordinadas a los centros metálicos, provocando la 

liberación de NO de la matriz porosa.17 De acuerdo con esto, en primer lugar, 

se estudió la cinética de liberación de NO a 298 K mediante 

quimioluminiscencia, al poner en contacto las matrices cargadas, CPO-27-
Ni@NO y CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO, con una corriente de gas con una 

humedad relativa del 11% para simular situaciones como la liberación de NO 

en la piel para tratamientos topológicos mediante parches. Al igual que ocurría 

con el compuesto CPO-27-Ni@NO, la matriz CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO 

libera rápidamente el NO fisisorbido como se demuestra por el pico intenso que 

aparece en los primeros minutos de la cinética de desorción. A continuación, la 

liberación del NO quimisorbido se produce más lentamente (Figura 2.26) y 

parece que se ve afectada por la presencia de RAPTA-C en sus poros. De 

hecho, CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO libera más rápidamente las moléculas de 

NO (t1/2 = 23 min) que CPO-27-Ni@NO (t1/2 = 40 min) como se puede apreciar 

en una caída de la concentración de NO más pronunciada en el primer caso. 

Hay que destacar que en ambos casos se libera todo el NO almacenado. 
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Además, aunque para el CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO la mayoría del NO se 

libera durante las dos primeras horas, este compuesto continua liberando 

cantidades significativas de NO después de 12 horas. A pesar de que la 

cinética de liberación de NO es más rápida en CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO 
que en el material original, se puede considerar que la incorporación de 

RAPTA-C en los huecos de la estructura no afecta significativamente al 

proceso de adsorción/desorción del NO.  

 
Figura 2.26. Cinética de desorción de NO a 298K al poner en contacto las matrices porosas 

CPO-27-Ni@NO y CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO con un gas húmedo (11% de humedad 

relativa). (a) Cantidad total de NO liberado expresado en mmol g-1 y (b) variación de la 

concentración de NO en el gas eluido expresada en ppm. Ambos materiales liberan cantidades 

significativas de NO después de 12 horas.  

 

Finalmente, se estudió la liberación de RAPTA-C de las matrices 

porosas CPO-27-Ni@RAPTA-C y CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO en fluido 

corporal simulado (FCS) a 310 K, con el propósito de evaluar los posibles 

efectos de la presencia de NO en los centros de coordinación metálicos. Para 

ello, se suspendieron las dos muestras CPO-27-Ni@RAPTA-C y CPO-27-
Ni@RAPTA-C@NO en FCS a 310 K con el fin de comparar la cinética de 

desorción de RAPTA-C. Como en el apartado anterior, se determinó la cinética 

de liberación de RAPTA-C midiendo la cantidad de metalodroga liberada a la 

disolución sobrenadante de FCS a diferentes tiempos mediante UV-vis. Los 

resultados obtenidos a volumen contante (20 mL) de FCS muestran que no 

existen diferencias significativas entre la muestra cargada con NO y la que no 

lo está, ya que en ambos casos el perfil de la cinética es muy similar. El 

equilibrio del proceso de desorción se alcanza aproximadamente a las 2 horas 

con un 25% de la metalodroga total liberada, dando lugar a disoluciones de 
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RAPTA-C con una concentración de 0.12 mM (Figura 2.27). Estos datos de 

desorción se pueden ajustar a una cinética de primer orden, de acuerdo con la 

ecuación [2.2]. El ajuste de datos da como resultado valores de k de 2.31 y 

2.29 h-1, para CPO-27-Ni@RAPTA-C y CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO, 

respectivamente, que corresponden con un tiempo de vida media t1/2 de 

liberación de la metalodroga de 18 minutos. Este comportamiento es razonable 

puesto que no existe interacción entre el RAPTA-C y el NO adsorbidos. De 

hecho, se sabe que al poner el MOF en contacto con una disolución acuosa la 

liberación del NO es casi instantánea, por lo que las dos matrices porosas 

serían idénticas a los pocos minutos de suspenderlas en FCS.17b! Debe 

destacarse que la rápida liberación de NO en FCS puede producir un impacto 

positivo en aplicaciones biológicas, puesto que sus propiedades 

vasodilatadoras podrían aumentar el flujo sanguíneo facilitando la penetración 

de RAPTA-C en células cancerosas, como se ha descrito previamente para el 

uso combinado de antitumorales con otros vasodilatadores.24 Por otra parte, 

debe destacarse que la rápida cinética de desorción de RAPTA-C está de 

acuerdo con que la interacción de estas moléculas huésped con la matriz 

porosa CPO-27-Ni tiene lugar mediante un mecanismo de fisisorción.  

 
Figura 2.27. Izquierda: proceso de desorción de RAPTA-C a partir de CPO-27-Ni@RAPTA-C y 

CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO en fluido corporal simulado a 310 K. Derecha: representación del 

ajuste de los datos a una cinética de primer orden para ambos materiales.  
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Conclusiones 
 

El MOF CPO-27-Ni presenta un comportamiento excepcional en la 

captura y liberación de NO, además de ser un material poroso que posee una 

elevada estabilidad química, incluso en condiciones fisiológicas. Estas 

características lo hacen un buen candidato para su aplicación en la 

incorporación de múltiples fármacos no convencionales como, RAPTA-C y NO. 

 

En este apartado, se ha demostrado que es posible la incorporación 

combinada de RAPTA-C y NO en la matriz porosa CPO-27-Ni, y que la 

adsorción/liberación de ambas especies es independiente. Este hecho se 

atribuye a las diferencias entre la interacción que tiene lugar entre la matriz 

porosa y las moléculas de adsorbato: las moléculas de NO reaccionan 

directamente con los centros metálicos con posiciones de coordinación 

insaturadas (quimisorción), mientras que las moléculas de RAPTA-C se 

encuentran fisisorbidas dentro de los poros.  

 

Por otro lado, la liberación del metalofármaco en FCS se ve poco 

influenciada por la presencia de NO en la red, principalmente porque el NO se 

libera instantáneamente al suspenderse la matriz porosa en medio acuoso. Sin 

embargo, la liberación de NO al someter a la matriz a una corriente de gas 

húmedo es más rápida para CPO-27-Ni@RAPTA-C que para el material 

original CPO-27-Ni. 
 

En definitiva, los resultados obtenidos demuestran que este sistema 

puede considerarse como una prueba de concepto adecuada para demostrar la 

utilidad de los polímeros de coordinación porosos como agentes liberadores de 

varias moléculas bioactivas. El estudio del efecto sinérgico de la liberación de 

múltiples fármacos puede dar lugar al desarrollo de terapias combinadas 

avanzadas. Asimismo, sería interesante extender estos estudios a nuevos 

MOFs basados en iones metálicos de menor toxicidad, de hecho este MOF 

está descrito para otros metales menos tóxicos (Fe, Zn, etc.).  
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2.3 Nanopartículas de MIL-100(Fe) 

Actualmente, una de las redes metalorgánicas con más éxito para su 

aplicación en la adsorción y liberación controlada de fármacos es el nanoMOF 

[Fe3F(H2O)2O(C6H3(CO2)3)]2 ! nH2O (n ~ 14.5), también conocido como MIL-
100(Fe) (MIL: Materiales del Instituto Lavoisier). El MIL-100(Fe) está basado en 

el ensamblaje del ion metálico Fe(III) y el ligando benceno-1,3,5-tricarboxilato 

(btc), y junto al MIL-101, se considera el primer sólido cristalino sintético de 

naturaleza metalorgánica que presenta huecos mesoporosos en su estructura.1 

Este MOF ha sido descrito para varios metales de transición, como por ejemplo 

Cr(III),2 Al(III),3 V(III)4 y Sc(III).5 Sin embargo, en este apartado sólo se hará 

referencia a la isoestructura basada en Fe(III). 

 

  De acuerdo con la estructura descrita en bibliografía, el material poroso 

MIL-100(Fe) cristaliza en el grupo espacial Fd-3m del sistema cúbico, (a = 

73.340 Å, V = 394.481 Å3, Z = 1, ! = 0.98 g cm-3. Su estructura cristalina está 

basada en trímeros de Fe(III) octaédricos unidos por ligandos carboxílicos, 

dando lugar a la formación de supertetraedros delimitados por dos tipos de 

poros (Figura 2.28). Los ligandos orgánicos están localizados en las cuatro 

caras de los supertetraedros, mientras que los vértices están ocupados por 

trímeros de hierro. Los huecos mesoporosos de la estructura tienen un tamaño 

de 25 y 29 Å, y son accesibles a través de ventanas pentagonales y 

hexagonales con un diámetro aproximado de 5.5 y 8.6 Å, respectivamente 

(Figura 2.29). Hay que destacar que a los centros metálicos de Fe(III) se 

coordinan 2 moléculas de H2O y un grupo F/OH." Mediante un tratamiento 

térmico es posible eliminar las moléculas de H2O y los iones F/OH terminales 

dando lugar a la formación de centros metálicos con posiciones de 

coordinación insaturadas. Debe destacarse que la eliminación de F/OH 

conlleva la reducción parcial de Fe(III) a Fe(II). Asimismo, mediante tratamiento 

térmico a vacío es posible eliminar las moléculas de agua retenidas en los 

poros, sin que el material pierda cristalinidad.   
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Figura 2.28. Estructura cristalina del MOF MIL-100(Fe). (a) Trímeros de hierro octaédrico que 

comparten un átomo de oxígeno (µ3-O). (b) A su vez, los trímeros de hierro están conectados a 

través de los grupos carboxilato de los ligandos orgánicos. Los espaciadores aromáticos se 

disponen ocupando las caras de los supertetraedros. (c) Representación esquemática de la 

celda unidad del MIL-100(Fe) resultado del ensamblaje de los supertetraedros. Se pueden 

observar cavidades de tamaño mediano (verde) y grande (rojo), accesibles a través de 

ventanas hexagonales (d) y pentagonales (e). Hierro. Oxígeno. Carbono.  

 

Por tanto, se ha demostrado que la red porosa MIL-100(Fe) posee 

porosidad permanente, una elevada área superficial -con valores de superficie 

de BET de 2100 m2 g-1 (superficie de Langmuir de 3100 m2 g-1) y volúmenes de 

poro de 8200 y 12700 Å3- y es muy estable térmicamente (Td = 600 K). Como 

consecuencia de estas características, se ha estudiado la aplicación del MOF 
MIL-100(Fe) en la adsorción de diferentes especies (gases, polioxometalatos 

(POMs), especies contaminantes o moléculas bioactivas). 

 
Figura 2.29. Representación del ensamblaje de ligandos btc y clusters de Fe(III) para la 

formación de la estructura mesoporosa MIL-100(Fe). Hierro. Oxígeno. Carbono. 
This journal is c the Owner Societies 2011 Phys. Chem. Chem. Phys., 2011, 13, 11748–11756 11749

permits one to adjust the pellet in the infrared beam for spectra
recording and to displace it into a furnace at the top of the cell
for thermal treatment. The cell was connected to a vacuum line
for evacuation (Presidual E 10!6 Torr) and for the introduction
of gases into the infrared cell. Spectra were recorded at room
temperature, except in the case of CO adsorption experiment
where the pellet was maintained at !173 1C by cooling the
sample holder with liquid nitrogen after quenching the sample
from the thermal treatment. The addition of well known doses
of gases in the cell was possible via a calibrated volume
connected to a pressure gauge for the control of the gas
pressure. A Nicolet Nexus spectrometer equipped with a
Mercury Cadmium Telluride (MCT) cryodetector and an
extended KBr beam splitter was used for the acquisition of
spectra recorded at room temperature in the 600–5500 cm!1

range. IR spectra are absorption spectra and the notation used
is a. u. for absorption units. The resolution of the spectra was
4 cm!1, and 256 scans were accumulated for each spectrum. A
self-supported solid strongly absorbs the IR light between
1300 and 1650 cm!1 (region of the carboxylates stretching
vibrations). Notation used in this article are MIL-100(Fe)1501C
and MIL-100(Fe)2501C, related to MIL-100(Fe) activated at
150 1C for 3 h under secondary vacuum, and to MIL-100(Fe)
activated at 250 1C for 12 h under secondary vacuum, respec-
tively. The fluorine content in MIL-100(Fe), determined by
elemental analysis, was about 0.81 F atom per trimer before
the activation, decreasing down to 0.58 F atom per iron trimer
after activation under vacuum at 200 1C for 12 h.

Gravimetric measurements

The isotherms were obtained gravimetrically using a commercial
device (Rubotherm Präzisionsmeßtechnik GmbH). The pure
gases were obtained from Air Liquide, Alphagaz, and were of

99.998% purity (N48, CO2) or 99.9999% (N60, CO, CH4)
quality respectively. A step by step gas introduction mode was
used. Prior to each experiment, the sample was outgassed at
250 1C for 16 h. Equilibrium was assumed when the variation
of weight remains below 0.03% for 20 min. A typical adsorption
experiment takes ca. 24 h. The measurements of pressure,
weight and gas density allow an estimation of the amount of
each component adsorbed. For the calculations of mixture
non-ideality, the NIST Refprop dataset was used.

Adsorption microcalorimetry

The microcalorimetry experiments were performed by means
of a manometric dosing apparatus linked to the sample cell
housed in a Tian-Calvet type microcalorimeter.21 This apparatus
allows the simultaneous measurement of the isotherm and
corresponding differential enthalpies of adsorption. Experiments
were carried out at 30 1C and up to 40 bars. Around 0.3 g of
sample was used for these experiments. The gases used for the
adsorption were obtained from Air Liquide and were of N55
quality or better.

Results and discussion

Dehydration study

The thermal behavior of MIL-100(Fe) has been investigated in
order to determine appropriate dehydration conditions prior
to adsorption of the probes. First, spectra of MIL-100(Fe)
outgassed at low temperature (Fig. 2) reveal the presence of
sharp bands at 3680 and 3604 cm!1 assigned to molecular
water coordinatively adsorbed on Fe3+ CUS, and a broad one
at about 3100 cm!1 similar to those reported on MIL-100(Cr)
outgassed at low temperature due to H-bonded water species.22,23

The presence of bands between 5350 and 5200 cm!1, char-
acteristic of the n + d(H2O) band, confirms such assignments.
Free and coordinated water molecules are totally removed

Fig. 1 (a) Trimers of iron octahedra sharing a m3-O oxygen atom, and

trimesic linker that are connected to each other through carboxylate

groups from organic linkers, (b) aromatic spacers occupy the faces of

the super tetrahedron so obtained, (c) schematic view of one unit cell

of MIL-100 resulting from the assembly of supertetrahedra. This

delimits medium size (green) and larger size (red) cages accessible

through hexagonal (d) and pentagonal (c) windows.

Fig. 2 IR spectra of MIL-100(Fe) outgassed at: (a) room temperature,

(b) 50 1C, (c) 100 1C, (d) 150 1C, (e) 200 1C, (f) 250 1C.
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2.2 Tritopic carboxylate linkers with 6-connected octahedral
clusters

6-Connected octahedral Zn4O(CO2)6 clusters in combination
with tritopic linkers can produce an isoreticular series of
structures featuring qom topology (Fig. 11). The first of this
series is MOF-177 reported in 2004.34 The underlying topology
of MOF-177 is a (6,3)-connected qom net with the centre of the
octahedral Zn4O(CO2)6 cluster as the site of 6-connection and
the centre of the btb linker the site of 3-connection. The
structure of this net plays an important role in determining
pore size by preventing interpenetration. As a result, MOF-177
has extra-large pores capable of binding polycyclic organic
guests such as fullerene and a number of dyes. By using
extended linkers, two MOFs isoreticular to MOF-177 were
reported short after: MOF-180 with 4,40,400(benzene-1,3,5-triyl-
tris(ethyne-2,1-diyl))tribenzoate (bte) as linker and MOF-200
with bbc as linker.79 The cell volumes of MOF-180 and MOF-
200 are 1.8 and 2.7 times that of MOF-177, respectively. Con-
trary to the MOF-5 type IRMOF series, the expanded structures
of MOF-177 are non-interpenetrated due to the qom topology.
Both MOF-180 and -200 have extremely high porosity (89% and
90%, respectively) and ultra-high BET surface areas.

Replacing the central benzene ring with a nitrogen atom
gives the linker extra flexibility; assembly of the same octahe-
dral Zn4O(CO2)6 cluster and ntn linker results in a new porous
material SNU-150 with PdF2-type net topology (pyr).80

2.3 Tritopic carboxylate linkers with 6-connected
trigonal-prismatic clusters

MIL-100(Cr),81 assembled from the Cr3O(CO2)6 cluster and the
tritopic linker btc, was successfully determined by the combi-
nation of simulation and powder X-ray diffraction studies. In its
structure, the oxido-centered chromium trimers are inter-
connected by the tritopic carboxylate linkers along the edges to
form the so-called ‘‘supertetrahedra (ST)’’, which is built of four
chromium trimmers as the vertices and four organic linkers as the
triangular faces. The ST are further connected with each other in a
3D fashion to yield the augmented zeolite Mobil Thirty-Nine
(MTN) type of framework. The network of MIL-100 contains two
types of mesoporous cages with accessible cage diameters being
25 and 29 Å (Fig. 12). The smaller cages consist of pentagonal
windows and the larger cages include both pentagonal and

hexagonal windows (apertures of the pentagonal and the hexa-
gonal windows are 4.8 and 8.6 Å). Shortly after the appearance of
MIL-100 (Cr), its isostructural series MIL-100 (M) (M = Fe3+, Al3+,
and V3+) was prepared by replacing the metals in the inorganic
SBUs.82–84 Such MOFs show superior hydrothermal stability and
have found wide applications in adsorption/separation (gas,
vapor, and liquid), heterogeneous catalysis, and drug delivery.
The extended networks of MIL-100 have not been reported yet but
would be anticipated with elongated tritopic linkers.

2.4 Tritopic carboxylate linkers with multiple SBUs

MOFs with two different SBUs are relatively rare and most of
them involve tritopic linkers. The high-symmetry btc linker
demonstrated to be quite versatile in the combination with
multiple SBUs in a single MOF.85 Less symmetrical linkers,
however, may drive new modes of network assembly to satisfy
the constraints imposed by unique linker geometries. UMCM-
150 (UMCM = University of Michigan crystalline material)86 is
the forerunner of such a MOF family with two copper-
containing SBUs: a dicopper paddle-wheel and a Cu3(CO2)6
SBU with six points of extension. The two SBUs are linked by
a C2v symmetry linker, biphenyl-3,40,5-tricarboxylate (bhtc), in which
three carboxylate groups are not symmetrically equivalent. Both of
the carboxylates at the 3- and 5-positions (isophthalatemoiety) of the
linker form dicopper paddle-wheel clusters and the carboxylate at
the 40-position (benzoate moiety) forms a Cu3(CO2)6 cluster, a novel
SBU in MOFs (Fig. 13). Thus, the underlying topology of UMCM-150
is an unusual (3,4,6)-connected net. An isoreticular MOF, named
NJU-Bai3,87 is constructed with the same SBU linked by a longer
linker, 5-(4-carboxybenzoylamino)-isophthalate (caia). The insertion
of the amide group in the linker not only extends the cell length but

Fig. 11 A qom net shown in augmented form and crystal structures of
representative MOFs in its net. Color scheme in qom: Zn4O(CO2)6 octa-
hedral cluster (turquoise); tritopic linker (red); color scheme in MOF-177
and -200: zinc (turquoise); O (red); C (black).

Fig. 12 Illustration of the assembly of MIL-100 from the btc linker and the
trigonal-prismatic cluster; metal ions can be Cr3+, V3+, Fe3+, and Al3+.
Color scheme: chromium (turquoise); O (red); C (black).

Fig. 13 Tritopic carboxylate linkers caia and bhtc; illustration of bhtc
linker in UMCM-150 adjoined with dicopper paddle-wheel and trinuclear
copper clusters. Color scheme: copper (turquoise); O (red); C (black).
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A pesar de que el MOF MIL-100(Fe) tiene aplicación en campos muy 

diversos tales como separación de gases, bioremediación y catálisis,7#8#9#10 hay 

que destacar su uso en el campo de la biomedicina, que es el principal objetivo 

de esta Tesis. En este sentido, debe destacarse que la red porosa MIL-100(Fe) 
presenta una serie de ventajas inherentes a su composición y estructura que lo 

hacen un candidato ideal para su aplicación como sistema portador y liberador 

de moléculas activas (Figura 2.30):   

 

i) Está constituido por iones metálicos Fe(III) biológicamente compatibles y 

ligandos H3btc que presentan una baja toxicidad (valor de dosis letal (LD) de 

6.4 g Kg-1).11   

 

ii) Puede sintetizarse fácilmente en forma de nanopartículas, con un tamaño 

promedio entre 60 y 150 nm, abriendo la posibilidad de desarrollar tratamientos 

inyectables.  

 

iii) Estudios recientes demuestran la elevada estabilidad química y coloidal del 

MIL-100(Fe) en diferentes medios fisiológicos (PBS, condiciones intravenosas, 

condiciones orales, etc.) (Figura 2.31).12 

 

iv) Se ha demostrado la baja toxicidad de las nanopartículas de MIL-100(Fe), 
con valores de concentración media inhibitoria (IC50) de 0.70 mg mL-1 en 

macrófagos murinos (J774) y 1.1 mg mL-1 en células de tipo HeLa.13 

 

v) Ensayos in vivo de toxicidad subcutánea en ratas con altas dosis de MIL-
100(Fe), confirman que se trata de un materia inocuo.12c 

 

vi) Es posible la funcionalización de su superficie, ya sea para dirigirlo de forma 

más efectiva hasta la diana deseada, para aumentar su tiempo de circulación o 

para evitar su agregación en fluidos biológicos.  

 

vii) Se ha aplicado como agente de contraste en el diagnóstico de 

enfermedades por resonancia magnética nuclear (RMN). Su actividad está 

relacionada con su capacidad de modificar los tiempos de relajación de los 
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protones de las moléculas de agua que rodean a las nanopartículas de MIL-
100(Fe) cuando se aplica un campo magnético. Los resultados muestran un 

tiempo de relajación r2 de 73 y 92 s-1 mM-1 para MIL-100(Fe) y MIL-
100(Fe)+PEG (derivado funcionalizado con polietilenglicol), respectivamente.12b 

 

viii) Es capaz de adsorber moléculas de CO por interacción con sus centros 

metálicos insaturados (CUS), lo que permitiría desarrollar terapias combinadas 

parecidas a las expuestas en el apartado 2.2.14  

 

ix) Su síntesis puede escalarse, produciendo más de 1700 Kg m-3 al día.15 

 
Figura 2.30. Resumen de las propiedades de la red porosa MIL-100(Fe) que lo hacen un 

candidato ideal para su aplicación como agente liberador de moléculas activas.  

 

1242 dx.doi.org/10.1021/cr200256v |Chem. Rev. 2012, 112, 1232–1268
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degradation and on the drug-matrix interactions. Thus, the very
large amount of AZT-TP entrapped into the MIL-101_NH2
nanoparticles has been rapidly released in the PBS medium
because of the lower stability of this solid. On the contrary,
degradation of the MIL-100 nanoparticles did not significantly
affect the release of the cargo since only 10% of MIL-100 solid
was degraded under similar release conditions.55 Finally, native
non phosphorilated azidothimidine (AZT) has been encapsu-
lated in the MIL-100 nanoparticles, showing a much lower
loading capacity (6 wt %) and a faster release (more than 80%
release in the first hour) than the phosphorilated AZT-TP
(Figure 12).140 Such differences in kinetics of release might be
due to the presence of stronger interactions, as a consequence of
the coordination of the polyphosphate groups of AZT-TP to the
iron Lewis acid iron sites. In conclusion, the drug release can be
modulated by controlling: (i) drug interaction with the matrix
though the functionalization of the MOF, (ii) drug diffusion
throughout the pores, by modulating pore size, connectivity, or
morphology, and (iii) kinetics of degradation of the MOF.

Taylor-Pashow et al.85 have reported the encapsulation of the
hydrophobic ethoxysuccinato-cisplatin, a prodrug of the hydro-
philic antitumoral drug cisplatin, with loadings up to 13 wt % into
the silica covered iron terephthalateMIL-101modifiedwith 17mol
% of amino-terephthalate ligands (Table 3). Amino-terephthalate
linker has allowed the grafting of the contrast imaging agent
Br-BODIPY (1,3,5,7-tetramethyl-4,4-difluoro-8-bromomethyl-
4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene). Silica has been used to cover and
protect the nanoparticles from fast degradation in presence of
phosphate buffer which slowed down the drug delivery rate from
14h in the pristineMIL-101 to 72 h in the silica coated nanoparticles.

Other interesting hydrophobic antitumoral drug, considered
as one of the most effective drug in the breast cancer treatment, is
the doxorubicin (doxo). This molecule suffers however from
common resistance drawbacks.195 Entrapment into nanocarriers
has been found to overcome cancer multidrug resistance.196

Thus, a similar approach has been developed with MIL-100
nanoparticles and a very high loading of doxo (up to 9wt%) has been
achieved.55 Furthermore, doxo has been totally and progressively

released in PBS from these nanoparticles after 2 weeks without
any ‘burst effect” (Figure 12).

Ke et al.197 has recently reported the encapsulation and delivery
of the hydrophobic anticancer drug, nimesulide, from a magnetic
nanocompositematerialmade from the cupper trimesateHKUST-1
and Fe3O4 nanorods. The total amount of the loaded drug (0.2
g/g) was released after 11 days in physiological saline medium
(0.9% w/v NaCl). This release time is however not comparable
to other published values. Indeed, the choice of the release
medium is essential, since the presence of highly complexant
phosphates in the release medium (PBS) can compete for the
metal sites and/or degrade the MOF, leading to a faster release.

Finally, other active molecules, either drugs or cosmetics, with
different structures and physicochemical properties have been
successfully encapsulated into different iron carboxylatesMIL-53
and MIL-100 (Table 3), suggesting that the internal amphiphilic
microenvironment is well adapted for the adsorption of a large
number of guests.55!57,198

4.2. Computer Modeling
Molecular simulations are valuable tools to complement a

large variety of experimental techniques (infrared, NMR, X-ray

Figure 12. Kinetics of drug delivery in PBS, 37 !C of cidofovir (CDV;
black), azidothimidin triphosphate (AZT-Tp; green) and Doxorubicin
(Doxo; red) from nanoparticles of MIL-100(Fe). Reproduced with permis-
sion from Horcajada et al.55 Copyright 2010 Nature Publishing Group.

Figure 13. Kinetics of drug delivery in PBS, 37 !C of (i, top)
azidothimidin triphosphate from MIL-100 (blue) and MIL-101_NH2
(pink) nanoparticles; (i, middle) azidothimidin triphosphate fromMIL-
53 (blue), MIL-88A (pink) and MIL-89 nanoparticles (green); and (iii,
bottom) azidothimidin triphosphate (AZT-Tp; blue) and azidothimidin
(AZT; pink) from MIL-100 nanoparticles.

1254 dx.doi.org/10.1021/cr200256v |Chem. Rev. 2012, 112, 1232–1268
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suspension volumes are limited and therefore, for stability
reasons, it is impossible to concentrate more the suspensions
and thus to administer higher nanoMOF quantities.

The toxicological investigation has been assessed during three
months after the intravenous injection through the evaluation of
different parameters such as animal behavior, body and organ
weights, histology, enzymatic activity, and serum biochemis-
try.55Except for a slight increase in the spleen and liver weight,
attributed to the fast sequestration by the reticulo-endothelial
(RES) organs of the non surface engineered-nanoMOFs (see
below), comparison with control groups did not show any signifi-
cant difference. Normal organs weight was restored one to three
months after the injection, confirming the reversibility of the
phenomenon. On the other hand, the lack of inflammatory
reaction, highlighted by the dosage of interleukine-6 levels (IL-6)

after nanoMOFs administration, has confirmed the lack of toxi-
city of iron nanoMOFs.55,140

Biodistribution depends on the molecule/material properties
such as composition (metal, linker, polarity, etc), surface char-
acteristics (charge, accessible surface, porosity, reactivity, etc),
particle size and shape,285 which can affect the particle interac-
tions with biological media (serum proteins-opsonization, lipids,
sugars, etc), as reported for other materials.286

The first biodistribution studies on iron carboxylate nanoMOFs
have been assessed by quantifying both iron and linker concentra-
tion in different tissues by atomic absorption spectroscopy (AAS)
and high performance liquid chromatography (HPLC), respec-
tively.140 Serum iron concentration significantly decreased in com-
parison with control group the day following the intravenous
administration of iron nanoMOFs, coming back to normal values

Figure 29. Percent degradation of MIL-100(Fe) (left) and Soc-MOF(Fe) or MIL-127 (right) under different simulated physiological conditions at
37 !C (estimated by % release of linker deduced from HPLC experiments).

Scheme 1. Biodistribution of Iron nanoMOFs According with the Iron Concentration
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mixture (around 70 l) and synthesis time (12 h). With the help of
purification units including a large scale filter press, the BET surface
area of the purified MIL-100(Fe)_NF8 reached up to 2280 m2/g (see
Supporting information Figs. S1 and S2). Moreover, it is further con-
firmed that the synthesis time can be greatly reduced to 3 hwithout
a notable change in the quality of the product (MIL-100(Fe)_NF9,
SBET = 2050 m2/g; see Supporting information Figs. S1 and S2). This
indicates that the space-time yield for the production of MIL-
100(Fe) could be dramatically increased up to more than 1700 kg/
m3 day. A further systematic investigation on large scale production
of MIL-100(Fe) will be carried out later.

3.2. Proposition of synthesis pathways under hydrothermal conditions

To date, the use of isolated trimeric iron(III) acetate did not al-
low to form iron(III) trimesate MIL-100(Fe), which is different from
trivalent metal carboxylates with a MIL-88 topology [24]. How-
ever, one has not determined yet if the l3-oxo-trimeric iron(III)
octahedral units, constitutive unit of MIL-100(Fe), are formed: (i)
in situ, i.e. through a controlled SBU (secondary building unit) syn-
thetic approach where the trimeric inorganic unit keeps the integ-
rity of the inorganic precursors during the formation of the
crystalline phase within the liquid phase, or (ii) only during the fi-
nal condensation step leading to the desired solid. Crystalline
MOFs are generally crystallized by four important steps [25]:
hydrolysis, deprotonation, self-assembly, and (poly)condensation.
In the very early reaction stage, it is assumed that no direct linkage
of the carboxylic acids occurs with the trinuclear metal clusters be-

cause deprotonation of aromatic carboxylic acids is generally
slower than hydrolysis of trivalent metal ions [26]. It has been pre-
viously shown that during the hydrolysis of Fe(III) salts, the Fe(III)
ion readily undergoes hydrolytic oligomerization which produces
trinuclear clusters hydrated through H-bonding [27]. Mechanisms
suggested for the formation and aging of the hydrolytic Fe(III)
polymer are known to involve the condensation of monomeric
[Fe(H2O)6!n(OH)n](3!n)+ to form polymers including an octahedral
trimer in which Fe(III) ions are bridged by OH! groups or O2! ions
[27,28]. Therefore, one possible mechanism for the crystallization
of MIL-100(Fe) involves the initial formation of trimeric inorganic
units of Fe(III) ions with a triangular arrangement of Fe(III) atoms
triply bridged by a l3-O2! ion under aqueous acidic conditions
whereas exchange of O2! or OH! anions are likely to occur with
carboxylic groups from trimesic acid. It is noted that these trimeric
units are equilibrated with the monomeric unit and other oligo-
mers. Therefore, the crystallinity and purity of MIL-100(Fe) may
be dependent on how to keep the concentration of the trimeric
unit, being either purely inorganic or slightly hybrid, as well as
its coordination geometry during the synthesis.

Although these trimeric units are assumed to be first stabilized
in aqueous acidic solutions, the complicated chemistry of these
trinuclear clusters depends on the chemical nature of the cations
and their acido-basic properties. As explained above for the hydro-
thermal synthesis of MIL-101(Cr), the fluoride anion appears to
stabilize the formation of trimeric inorganic building units of MIL-
100(Fe). This is probably related to the high electronegativity of
fluorine atoms, which could then stabilize the iron trimer, leading
to the effective crystallization and, therefore, to the formation of
larger crystals (Fig. 6). Actually, fluoride was found to be involved
in the terminal bond of an iron(III) cation in the trimeric iron(III)
species of MIL-100(Fe) [10]. The use of the fluoride anion expands
the synthetic conditions to form the crystalline MIL-100 phase, but
the conditions are limited in the absence of fluoride as revealed in
MIL-100(Fe). In the absence of fluoride, a hydroxide anion is as-
sumed to compensate the charge of iron(III) cation, as previously
observed for the MIL-100(Fe)_NF synthesized from FeCl3 [19]. In
the case of iron nitrate precursor, it is also likely that nitrate anions
are in competition with hydroxides for such a role.

Concerning the stability of inorganic building units, another
important factor for the synthesis is the deprotonation rate of car-
boxylic acids. It is directly related to the acid strength of carboxylic
acids, which can be expressed by pKa values, e.g. 3.12 (pKa1), 3.89
(pKa2) and 4.70 (pKa3) for trimesic acid [29]. If the carboxylic acids
are not fully deprotonated in the synthetic conditions, the resulting
MOF solids could not be highly crystalline due to the formation of
defects or due to the inhibition of polycondensation, as illustrated
in the crystallization of the zirconium terephthalate UiO-66 [30].
The l3-oxo-centered trimeric Fe(III) octahedra are less stable than
those of the Cr(III) analogue at hydrothermal conditions, meaning
that the synthesis temperature of MIL-100(Fe) is limited to less
than 200 !C.

In the synthesis of MIL-100(Fe), the self-assembly of the inor-
ganic trimers and carboxylic acids can be readily recognized in
terms of supramolecular interactions [24]. The trimers may be sub-
sequently exchanged with a trimesate anion to form PBUs (primary
building units) likely with several trimers and trimesate that are
involved, that might lead under hydrothermal conditions to further
condensation leading to the final solid built up from hybrid super-
tetrahedra ½FeIII3 ðl3-OÞXðC6H4ðCO2Þ3Þ2ðH2OÞ2% (X = F! or OH!). Prior
to this process, it is necessary to break hydration layers between
them connecting with H-bonding [28]. Crystallization by polycon-
densation of trimeric PBUs is another self-assembly process that
involves molecular recognition [24,25]. Once the self-assembly
starts, the polycondensation will occur to continuously release
water molecules in the units, forming the final phase. Controlled

Fig. 5. A photograph of a transparent poly(methyl methacrylate) box (70 l)
containing the dried MIL-100(Fe)_NF8 powder obtained from a large-scale batch
(200 l).
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Controlled Reducibility of a Metal–Organic Framework with
Coordinatively Unsaturated Sites for Preferential Gas Sorption**
Ji Woong Yoon, You-Kyong Seo, Young Kyu Hwang, Jong-San Chang,* Herv! Leclerc,
Stefan Wuttke, Philippe Bazin, Alexandre Vimont, Marco Daturi, Emily Bloch,
Philip L. Llewellyn, Christian Serre,* Patricia Horcajada, Jean-Marc Gren"che,
Alirio E. Rodrigues, and G!rard F!rey

The current interest in porous crystalline metal–organic
frameworks (MOFs)[1] is largely due to their wide range of
compositions and structure types with low framework den-
sities, their tunability, and the possibility of accessible,
coordinatively unsaturated metal sites (CUS). The existence
of CUS can strongly modify interactions with gases[2] or liquid
adsorbates,[3] and is thus of particular importance gas storage
and separations.

The redox properties of transition-metal-substituted zeo-
lites and mesoporous materials have been extensively studied
and used for selective catalysis in liquid-phase oxidation,[4]

removal of nitrogen oxides,[5] and photocatalytic reactions.[6]

These features are very rare for MOFs containing 3d metals,
in particular with respect to the reducibility of the framework

metal ions.[7] For this reason, we examine herein both the
conditions of generation of iron CUS with mixed valence FeII/
FeIII by activation in the iron-containingMOFMIL-100(Fe),[8]

[{Fe3O(H2O)2F0.81(OH)0.19}{C6H3(CO2)3}2]·nH2O (n! 14.5),
and its consequences for the selectivity of gas sorption used
for potential environmental applications.

MIL-100(Fe), a crystalline three-dimensional iron(III)
trimesate (Scheme 1), is based on m3-oxo-centered trimers of
FeIII octahedra. It has two sets of mesoporous cages (cage
diameters: 25 and 29!) that are accessible through micro-
porous windows (5 and 9 !) and corresponding large
BET surface areas (> 2000 m2g"1) and pore volumes
(>1.0 cm3g"1).[8a] In the as-synthesized form (Scheme 1c),
the terminal molecules on two of the three iron octahedra are
two H2O molecules, and depending on the synthesis con-
ditions, either F" or OH" anions on the third. As shown from
an IR spectroscopic study on MIL-100(Cr),[9] these terminal
water molecules are removable from the framework by
heating above 100 8C under vacuum or a gas stream, leading
initially to a large number of FeIII CUS acting as Lewis acid
sites in the pore. The structural characteristics of MIL-
100(Fe) indeed make it a good candidate for inducing
reducibility on the framework iron sites and corresponding
improvements in preferential sorption properties on selected
gas molecules.

The standard activation processes of porous solids mainly
involve high temperatures to remove species present in the

Scheme 1. Representations of MIL-100(Fe): a) one unit cell, b) two
types of mesoporous cages shown as polyhedra, c) formation of FeIII

CUS and FeII CUS in an octahedral iron trimer of MIL-100(Fe) by
dehydration and partial reduction from the departure of anionic
ligands (X"=F" or OH").
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sities, their tunability, and the possibility of accessible,
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of CUS can strongly modify interactions with gases[2] or liquid
adsorbates,[3] and is thus of particular importance gas storage
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The redox properties of transition-metal-substituted zeo-
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and used for selective catalysis in liquid-phase oxidation,[4]

removal of nitrogen oxides,[5] and photocatalytic reactions.[6]

These features are very rare for MOFs containing 3d metals,
in particular with respect to the reducibility of the framework
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conditions of generation of iron CUS with mixed valence FeII/
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for potential environmental applications.

MIL-100(Fe), a crystalline three-dimensional iron(III)
trimesate (Scheme 1), is based on m3-oxo-centered trimers of
FeIII octahedra. It has two sets of mesoporous cages (cage
diameters: 25 and 29!) that are accessible through micro-
porous windows (5 and 9 !) and corresponding large
BET surface areas (> 2000 m2g"1) and pore volumes
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two H2O molecules, and depending on the synthesis con-
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an IR spectroscopic study on MIL-100(Cr),[9] these terminal
water molecules are removable from the framework by
heating above 100 8C under vacuum or a gas stream, leading
initially to a large number of FeIII CUS acting as Lewis acid
sites in the pore. The structural characteristics of MIL-
100(Fe) indeed make it a good candidate for inducing
reducibility on the framework iron sites and corresponding
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gas molecules.
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Figura 2.31. Cinética de degradación de MIL-100(Fe) a 310 K en función del tiempo en 

diferentes medios fisiológicos: agua, NaOH 0.3 mM a pH 7.4, PBS a pH 7.4, PBS+albúmina 

(5.4% p/v), HCl a pH 1.2, fluido intestinal simulado diluido (lis-SIF), lis-SIF+pancreatina (1% p/v) 

y lis-SIF+mucina (5% p/v). La degradación se ha representado en función del ligando liberado 

al medio (%). 

 

Por todas estas características, el MOF MIL-100(Fe) está siendo 

ampliamente estudiado para la encapsulación/liberación de una gran variedad 

de fármacos. El primer trabajo publicado sobre su aplicación como sistema de 

liberación controlada, se basa en la encapsulación de cuatro fármacos 

antitumorales o retrovirales (busulfan (25.5%), timidina trifosfato (21.2%), 

doxorrubicina (9.1%) y cidofovir (16.1%)) y cuatro moléculas utilizadas en 

cosmética (cafeína (24.2%), urea (69.2%), benzofenona 4 (15.2%) y 

benzofenona 3 (1.5%)). Para todas estas moléculas se consiguieron elevados 

porcentajes de carga (valores indicados entre paréntesis). Por otro lado, se ha 

demostrado que la liberación de timidina trifosfato, cidofovir y doxorrubicina en 

tampón fosfato salino a 310 K, está controlada por la difusión de las moléculas 

bioactivas a través de los poros y/o por las interacciones entre la matriz y los 

fármacos, dando lugar a una liberación progresiva (Figura 2.32).12b 

Posteriormente, el mismo grupo de investigación consiguió mejorar la cantidad 

de cafeína adsorbida en MIL-100(Fe), con un porcentaje de carga de 49.5%.16 
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Figura 2.32. Cinética de liberación de timidina trifosfato, cidofovir y doxorrubicina a partir de la 

matriz porosa cargada MIL-100(Fe) en condiciones fisiológicas (suero fosfato salino a 310 K). 

 

Posteriormente, se estudió la citotoxicidad del MOF cargado con 

busulfan (MIL-100(Fe)@busulfan) y busulfan libre en tres líneas celulares: 

leucemia humana (CCRF-CEM), mieloma múltiple humano (RPMI-8226) y 

macrófagos murinos (J774). El estudio comparativo demostró que el 

compuesto activo encapsulado preserva su actividad, puesto que se obtuvieron 

resultados de citotoxicidad similares a los del fármaco libre. (Figura 2.33).17 

 
Figura 2.33. Actividad citotóxica de nanopartículas de MIL-100(Fe)@busulfan y busulfan libre 

en dos líneas celulares: (a) leucemia humana (CCRF-CEM) y (b) mieloma múltiple humano 

(RPMI-8226).  

  

Otro estudio demuestra que ciertos fármacos incorporados en la matriz 

MIL-100(Fe) interaccionan a través de los centros metálicos de la estructura. 

Se ha demostrado que la capacidad de carga del MIL-100(Fe) frente a la 

azidotimidina (AZT), timidina monofosfato (AZT-MP) y timidina trifosfato (AZT-

TP), así como las cinéticas de liberación, dependen del grado de fosforilación 

del fármaco. La interacción entre las moléculas adsorbidas y el nanoMOF está 

relacionada con la formación de enlaces iónico-covalentes fuertes entre los 
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Figure 3 | CDV (black), doxo (red) and AZT-TP (green) delivery under
simulated physiological conditions (PBS, 37 ◦C) fromMIL-100
nanoparticles. All experiments were carried out in quadruplicate.

Three different loaded porous iron(iii) carboxylate nanoparticles
were used. They were built up either from a hydrophilic aliphatic
linker, fumarate (MIL-88A), from a hydrophilic aromatic linker,
trimesate (MIL-100), or from a hydrophobic aromatic linker,
tetramethylterephthalate (MIL-88Bt) (see Methods). Doses up
to the highest possible injectable amounts were administrated
(220mg kg−1 for MIL-88A and MIL-100, and 110mg kg−1 for
MIL-88Bt). Different indicators (the animal behaviour, body
and organ weights and serum parameters) were evaluated up
to three months after injection (see Supplementray Section S7;
Figs S13 and S14). Their comparison with control groups did
not show significant differences between them, except a slight
increase in the spleen and liver weights, attributed to the fast
sequestration by the reticuloendothelial organs of the nanoMOFs
not protected by a PEG (polyethylene glycol) coating. As all
the body organ weights were back to normality one to three
months after injection (see Supplementary Figs S13 and S14),
the phenomenon was fully reversible. The absence of immune or
inflammatory reactions after nanoparticle administration supports
their lack of toxicity. Moreover, the absence of activation of
cytochrome P-450 suggests a direct excretion of the polyacids,
in agreement with their high polarity. Finally, in vivo subacute
toxicity assays were carried out by injecting up to 150mg of
MIL-88A kg−1 d−1 during four consecutive days. No significant
toxic effects were observed up to ten days after administration (see
Supplementary Figs S15–S17).

The non-toxicity of the iron nanoMOFs, proved above, led
us to investigate their ability to entrap anticancer and antiviral
drugs. Chemotherapy indeed plays a key role in the treatment
of cancer in children. Thanks to its efficiency, three out of four
children can now be cured. Nevertheless, 25% of paediatric cancer
patients go uncured, and chemotherapy-induced long-term side
effects justify the continued development of new strategies to
fight childhood cancer. Research in paediatric oncology is now
encouraged and supported by European legislation (Paediatric
Use Marketing Authorization, PUMA) and new international
organizations, such as the consortium Innovative Therapies for
Children with Cancer (ITCC).

In this context, the amphiphilic antitumoural drug busulfan
(Bu) is widely used in combination high-dose chemotherapy
regimes for leukaemias, especially in paediatrics, because it rep-
resents a good alternative to total-body irradiation35,36. However,
Bu possesses a poor stability in aqueous solution and an impor-
tant hepatic toxicity due to its microcrystallization in the hepatic
microvenous system (hepatic veno-occlusive diseases37).Moreover,
the current encapsulation of Bu in known drug nanocarriers, such

as liposomes or polymeric nanoparticles, is not satisfactory because
loading never exceeds 5–6wt% (ref. 38), rendering our search of
efficient nanocarriers an attractive challenge.

Bu was loaded in the preformed nanoMOFs by soaking in
saturated drug solutions (Supplementary Table S2, Fig. S18).
Table 1 shows the maximum amounts of drug adsorbed in several
porous iron carboxylates. The Bu loading in the rigid mesoporous
MIL-100 may be considered as exceptionally high (25wt%). This
result is five times higher than the best system of polymer
nanoparticles (5–6wt%; ref. 38) and 60 times higher than with
liposomes (0.4 wt%; refs 37, 39). Owing to their lower pore
volumes, Bu entrapment in microporous flexible structures (MIL-
88A, MIL-53, MIL-89) is lower than for MIL-100, but significantly
larger than for the existing materials. Consequently, the use of
porous iron carboxylates as nanocarriers could represent important
progress for Bu therapy, especially because smaller amounts of
solids would be required to deliver the needed dose of this drug.
Indeed, considering the actual intravenous dosage of Bu (Busilvex,
Bu solution inN ,N �-dimethylacetamide; ref. 40), the total amount
of MIL-88A or MIL-100 to be administered would be around
100 and 20mg kg−1 d−1, respectively, for four days. Moreover,
Bu-loaded nanoMOFs could avoid the use of toxic organic solvents
(N ,N �-dimethylacetamide) during administration and reduce the
liver toxicity mentioned above (hepatic veno-occlusive disease37,39)
owing to the entrapment of Bu in its molecular form within
the pores. We have verified on cell culture experiments that the
nanoMOFs were able to release Bu in its active form. Studies on
human leukaemia and human multiple myeloma cells in culture
have shown that Bu has the same activity whether it is in its
free form or entrapped in the nanoMOFs (see Supplementary
Section S9; Fig. S19). In the same way, we have confirmed the
total absence of cytotoxicity of the empty MIL-100 nanoparticles
in the same cell lines.

In addition to alkylating agents such as Bu, nucleoside analogues
are also of major importance in the treatment of cancer and
viral infections. They include the monophosphorylated form of
the antiviral phosphonate cidofovir, and the triphosphorylated
form of azidothymidine, which are the active forms of these
anti-cytomegalovirus and anti-HIV compounds, and doxorubicin,
one of the most effective agents in the treatment of breast cancer.
However, the clinical use of nucleoside analogues is limited by their
poor stability in biological media, often resulting in short half-lives
and low bioavailabilities37, as well as sometimes partial resistance
to the drug41. The important hydrophilic character of nucleoside
analogues also strongly limits their intracellular penetration owing
to their low membrane permeability42,43. Some nanocarriers were
previously developed to circumvent these inconveniences, but show
poor efficiencies together with ‘burst effects’44.

The performance of iron carboxylates therefore indicated major
promise for the entrapment of all the above important drugs
(Table 1). In the case of AZT-TP and CDV, this was achieved
by simply soaking the preformed dried nanoMOFs in aqueous
solutions of the drugs. Even if the concentration of the drug in
the solution was low, the active molecules could be loaded with
high efficiency (in most cases, higher than 80%); the nanoMOFs
act as remarkable molecular ‘sponges’. For instance, MIL-100
nanoparticles load up to 25, 21, 16 and 29wt%of Bu, AZT-TP, CDV
and doxo, respectively. An unprecedented capacity of 42wt% can be
achieved for AZT-TP and CDV with MIL-101_NH2 nanoparticles
(Table 1; Supplementary Section S10 and S11; Table S3–S5),
compared with 1wt% values reported in the literature for these
drugs in usual nanocarriers41.

A progressive release of the three active molecules (AZT-TP,
CDV and doxo) is observed using MIL-100 nanoparticles (Fig. 3),
with no ‘burst effect’. The comparison between kinetics of drug
delivery and the degradation profiles suggests that the delivery
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grupos fosfato de los fármacos y los centros metálicos presentes en la 

estructura de las nanopartículas.18 

 

Por último, debe destacarse que, recientemente, se ha sintetizado un 

análogo del MOF MIL-100(Fe) sustituyendo el ligando benceno-1,3,5-

tricarboxilato por un ligando de mayor longitud: el benceno-1,3,5-tris(4-

carboxifenil), dando lugar a la estructura MIL-100(Fe)_BTB con tamaños de 

poro mayores (55 y 68 Å) y una superficie accesible teórica de 4500 m2 g-1. 

Esta nueva estructura resulta interesante para la captura de fármacos 

voluminosos o para aumentar la capacidad de carga de los compuestos 

adsorbidos en MIL-100(Fe).19 

 

Teniendo en cuenta las ventajas que presenta la matriz porosa MIL-
100(Fe) en aplicaciones biológicas, en esta Tesis Doctoral, se ha considerado 

la posible aplicación del MIL-100(Fe) para la liberación controlada de dos 

metalodrogas antitumorales no convencionales de rutenio(II) de tipo “semi-

sandwich”: el conocido [Ru(p-cimeno)Cl2(pta)], RAPTA-C (pta: 1,3,5-triaza-7-

fosfanoadamantano), y el [("6-p-cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito), un 

nuevo metalofármaco sintetizado por nuestro grupo de investigación. En primer 

lugar, se expondrán los resultados obtenidos para la encapsulación/liberación 

del metalofármaco RAPTA-C en el MIL-100(Fe) mediante impregnación de la 

matriz porosa activada en una disolución saturada de RAPTA-C. 

Posteriormente, se describirá la síntesis de la nueva metalodroga Ru_mito, así 

como su actividad redox, su capacidad de interaccionar con diferentes dianas 

biológicas (ADN, aminoácidos, catepsinas B y D) y su citotoxicidad frente a 

diferentes líneas celulares tumorales. Por último, se describirá la encapsulación 

de Ru_mito en la red porosa MIL-100(Fe) mediante la estrategia del “barco en 

la botella”, así como la posterior liberación de dicha metalodroga no 

convencional en fluido corporal simulado.  

 

Discusión y resultados 
 

La red metalorgánica MIL-100(Fe) ha sido preparada siguiendo el 

método descrito en bibliografía.15 En la síntesis típica para la obtención de MIL-
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100(Fe) se utilizó una mezcla basada en hierro metálico (1.0), ácido benceno-

1,3,5-tricarboxílico (ácido trimésico) (H3btc) (0.67) y HF (2.0), en HNO3 (0.6) y 

H2O (277) (proporción estequiométrica expresada entre paréntesis). Esta 

mezcla se hizo reaccionar en condiciones hidrotermales a 433 K durante 8 

horas. Trascurrido el tiempo de reacción, la mezcla se filtró y se obtuvo un 

sólido cristalino de color naranja MIL-100(Fe). Con el fin de eliminar el posible 

ligando orgánico excedente de la reacción, el compuesto sintetizado se purificó 

mediante un proceso de extracción en dos pasos, utilizando agua y etanol. 

Para ello, en primer lugar el MIL-100(Fe) se suspendió con agitación en agua 

destilada a 343 K durante 3 horas y, posteriormente, se agitó en etanol a 338 K 

durante 3 horas. Mediante estas extracciones se consigue eliminar el ligando 

libre presente en los poros, por lo que se obtiene un producto más puro y con 

una porosidad mayor. El análisis posterior del material obtenido mediante 

difracción de rayos X en polvo y análisis elemental, demostró que se trataba de 

la fase pura MIL-100(Fe) [Fe3F(H2O)2O(C6H3(CO2)3)]2 ! nH2O (n ~ 14.5) 

publicada por Horcajada y sus colaboradores (para más detalles 

experimentales véase el Anexo A). 

 

Posteriormente, se procedió a activar la matriz porosa eliminando las 

moléculas de disolvente ocluidas en los poros de la matriz y coordinadas a los 

centros metálicos. Para ello, se llevó a cabo un tratamiento térmico calentando 

a 473 K en vacío dinámico (10-6 bar) durante 7 h. Como se mencionó 

anteriormente, dicho proceso de activación no provoca la destrucción de la 

conectividad de la red y, gracias a él, se consiguen grandes cavidades, de 2.5 

y 2.9 nm de diámetro, accesibles para la adsorción de RAPTA-C o Ru_mito.  

 

2.3.1 Incorporación de RAPTA-C 
 

Con el objetivo de evaluar la aplicación de MIL-100(Fe) en la 

encapsulación y liberación de RAPTA-C, se realizaron estudios de 

adsorción/desorción del metalofármaco en la red porosa a temperatura 

controlada. Para ello, la matriz porosa activada se suspendió con agitación en 

una disolución de RAPTA-C (0.086 M) en etanol absoluto, hasta alcanzar el 

equilibrio de adsorción (4 horas). Finalmente, la suspensión se filtró y se obtuvo 
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la matriz porosa cargada MIL-100(Fe)@RAPTA-C. Los resultados obtenidos 

mediante UV-vis, análisis elemental y reflectancia total atenuada (Attenuated 

Total Reflectance, ATR) demuestran que mediante este método se consigue 

una carga de 0.8 mmol de RAPTA-C por mmol de MIL-100(Fe) (0.42 gramos 

de RAPTA-C por gramo de MIL-100(Fe)).  
 

La incorporación de RAPTA-C en las cavidades de MIL-100(Fe) se pone 

de manifiesto por: i) la drástica disminución de su capacidad de adsorción de 

N2 a 77 K, efectivamente la superficie de BET disminuye desde 1657 m2 g-1 

para el material original hasta 497 m2 g-1 tras la carga con RAPTA-C (Figura 

2.34a); ii) la presencia de algunos picos característicos de RAPTA-C en el IR 

del MOF cargado MIL-100(Fe)@RAPTA-C (Figura 2.34b); y iii) la mayor 

estabilidad térmica de la matriz porosa cargada en comparación con el MOF 

original (Figura 2.34c). Además, debe destacarse que la integridad estructural 

de la red se mantiene después de la incorporación de RAPTA-C, tal y como se 

aprecia en el difractograma de rayos X en polvo medido después de la 

incorporación del metalofármaco. Es de destacar que existe una porosidad 

remanente, ya que el sólido MIL-100(Fe)@RAPTA-C todavía puede adsorber 

cierta cantidad de N2. Sin embargo, diversas pruebas realizadas para aumentar 

la cantidad de RAPTA-C adsorbida en el MIL-100(Fe) no han conducido a una 

mejora en la capacidad de carga del metalofármaco. 

 

Por otro lado, el tamaño nanométrico de las partículas de MIL-
100(Fe)@RAPTA-C, así como la presencia de RAPTA-C en sus cavidades 

también se confirmó mediante Microscopía Electrónica de Transmisión de alta 

resolución (High Resolution Transmission Electron Microscopy, HR-TEM) y el 

análisis químico puntual por espectroscopía de energía dispersiva de rayos X 

(Energy-dispersive X-ray Spectroscopy, EDX), respectivamente. En primer 

lugar, el recuento manual de 200 partículas y el posterior tratamiento 

estadístico permitió conocer el tamaño promedio de partícula de 134 ± 70 nm, 

coincidiendo con resultados previamente publicados.17 Por otra parte, el 

análisis EDX confirmó la presencia de rutenio y fósforo en MIL-
100(Fe)@RAPTA-C, elementos que se encuentran en el metalofármaco 

(Figura 2.35). 
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Figura 2.34. (a) Isotermas de adsorción de N2 a 77 K; (b) espectros IR; (c) curvas de análisis 

termogravimétrico y (d) difractogramas de RX en polvo para los compuestos MIL-100(Fe), MIL-

100(Fe)@RAPTA-C y RAPTA-C. La desorción se denota con símbolos vacíos.  

 

 
Figura 2.35. Arriba: Imágenes de HR-TEM para la muestra MIL-100(Fe)@RAPTA-C. Abajo: 

Resultado de los análisis cualitativos EDX e histograma de distribución de tamaño. Los análisis 

cualitativos EDX llevados a cabo en diferentes zonas de la muestra, confirman la presencia de 

rutenio y fósforo en la matriz MIL-100(Fe)@RAPTA-C. 
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Una vez que se logró la incorporación del metalofármaco RAPTA-C en la 

estructura porosa MIL-100(Fe), se estudió la capacidad de la especie cargada 

MIL-100(Fe)@RAPTA-C para liberar RAPTA-C en fluido corporal simulado 

(FCS) a 310 K con el propósito de considerar su posible aplicación como 

agente para la liberación controlada de este metalofármaco. Concretamente, se 

determinó la cinética de liberación de RAPTA-C midiendo la cantidad de 

metalofármaco liberado a la disolución sobrenadante de FCS a diferentes 

tiempos mediante UV-vis. Los resultados obtenidos a volumen constante (40 

mL) de FCS muestran que la liberación de RAPTA-C se produce de forma 

escalonada en dos etapas (Figura 2.36). En este sentido, una posible 

explicación podría estar relacionada con la localización de las moléculas de 

RAPTA-C en las cavidades de la matriz, dando lugar a diferentes tipos de 

interacción entre el adsorbato y la matriz porosa. Dependiendo del tamaño de 

los poros, el fármaco puede situarse cercano a las paredes de las cavidades. 

En esta situación, se producirían interacciones adsorbato-adsorbente 

controladas por el apilamiento del anillo aromático del grupo cimeno (RAPTA-

C) y el ligando orgánico presente en la estructura del MIL-100(Fe). Una vez 

que las paredes del poro se encuentran saturadas, las moléculas adicionales 

de RAPTA-C ocupan el espacio libre de las cavidades. Por lo tanto, la 

liberación inicial de RAPTA-C puede estar relaciona con moléculas débilmente 

adsorbidas (primer escalón), mientras que las moléculas de metalofármaco 

cercanas a las paredes de los poros más fuertemente retenidas se liberarían 

más lentamente (segundo escalón). Estos resultados coinciden con los 

publicados para la liberación de ibuprofeno por parte de la matriz porosa MIL-
100(Cr).2 Los datos de desorción en la primera hora se pueden ajustar a una 

cinética de primer orden, de acuerdo con la ecuación [2.2]. Este ajuste da como 

resultado un valor de k de 0.35 h-1, que corresponde con un tiempo de vida 

media (t1/2) de liberación del metalofármaco de 2 horas. Desafortunadamente, 

aunque los datos indican la liberación paulatina del metalofármaco durante el 

segundo proceso de desorción, la baja calidad de los datos (debido a la 

turbidez de la suspensión resultante) no permite estimar un valor de la cinética 

de liberación.  
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Figura 2.36. Proceso de desorción de RAPTA-C a partir de 20 mg de MIL-100(Fe)@RAPTA-C 

en 40 mL de fluido corporal simulado a 310 K. En la gráfica insertada, se representa el ajuste 

de los datos a una cinética de primer orden. 

 

2.3.2 “El barco en la botella” para la incorporación de [(!6-p-
cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 
 

Como ya se ha explicado en la introducción, los compuestos “semi-

sandwich” de rutenio tienen un mecanismo de acción frente a células 

cancerígenas diferente del cisplatino. Esto se debe a que los compuestos de 

rutenio son capaces de inhibir enzimas sobreexpresadas en tumores (ej. 

catepsinas)20  o interferir en procesos biológicos redox.21 Por otro lado, las 

terapias contra el cáncer actuales no se basan en el uso de un único 

compuesto activo, sino que normalmente utilizan una mezcla de fármacos con 

el fin de conseguir la máxima efectividad. Por ejemplo, las moléculas 

puramente orgánicas, como las antraciclinas, naturales o sintéticas, 

normalmente se utilizan combinadas con fármacos de platino.22 La actividad 

citotóxica de las antraciclinas se basa en su capacidad para interaccionar de 

forma no covalente con el ADN, mediante intercalación entre las bases de la 

doble hélice, induciendo cambios conformacionales importantes.23 Dentro de la 

familia de las antraciclinas, debe destacarse el derivado de la antraquinona, 

mitoxantrona. Este compuesto antineoplásico presenta una menor 

cardiotoxicidad que sus análogos daunomicina y adriamicina,24 y es activo 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

R
A

P
TA

-C
 li

be
ra

do
 (%

) 

tiempo (h) 

y = -0.3523x + 0.2265 
R! = 0.96335 

-0.15 

-0.1 

-0.05 

0 

0.05 

0.1 

0.15 

0.2 

0 0.25 0.5 0.75 1 Ln
 (q

E
 - 

qt
) 

tiempo (h) 



MOFs: agentes portadores y liberadores de moléculas bioactivas 
!

! 163 

frente a cáncer de mama avanzado, cáncer de pulmón de células grandes y 

linfoma no Hodgkin.25  

 

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, en esta Tesis Doctoral, se decidió 

combinar la actividad de los sistemas “semi-sandwich” de Ru(II) con la 

citotoxicidad de la antraquinona mitoxantrona para conseguir un compuesto 

con una función dual, es decir, que tenga capacidad de intercalarse en el ADN 

e inhibir la actividad de las proteasas. Con este fin, se aisló el nuevo 

metalofármaco [("6-p-cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito). A 

continuación, se estudió la encapsulación de dicho metalofármaco en la matriz 

porosa MIL-100(Fe) como prueba de concepto del potencial uso de los MOFs 

en la liberación de metalofármacos no convencionales contra el cáncer. 
 

En primer lugar, para la obtención del compuesto [("6-p-

cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito) se disolvieron el fármaco comercial 

clorhidrato de mitoxantrona (C22H28N4O6 ! 2HCl) con un equivalente de [Ru(p-

cimeno)Cl]2Cl2 en EtOH a 298 K y se agitó durante 2 horas. La mezcla se dejó 

evaporar hasta sequedad, y se obtuvo un precipitado verde. El sólido se extrajo 

con CH2Cl2, y mediante la adición de n-hexano se consiguió precipitar el 

producto final [("6-p-cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito) de color verde 

oscuro (para más detalles experimentales véase Anexo A). Mediante el estudio 

de los datos de difracción de rayos X en monocristal se pudo determinar la 

formación del complejo dinuclear Ru_mito, que cristaliza en el grupo espacial 

P21/c del sistema monoclínico (a = 20.953, b = 15.440, c = 29.153 Å, V = 9370 

Å3, Z = 8, ! = 1.476 g cm-3). Una perspectiva de la estructura se muestra en la 

Figura 2.37. En dicha figura, se observa que el anión mitoxantronato está 

coordinado a dos unidades de Ru(cimeno) actuando como puente 

N,N,O,N’,N’,O’-exo-hexadentado. Hay que destacar que las dos unidades 

Ru(cimeno) se encuentran situadas por encima del plano formado por el 

sistema aromático policíclico. 
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Figura 2.37. Representación esquemática de la reacción entre la mitoxantrona y el compuesto 

de rutenio de tipo areno [Ru(p-cimeno)Cl]2Cl2 para la obtención de [("6-p-

cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito). La estructura de Ru_mito ha sido resuelta a partir 

de los datos de difracción de rayos X en monocristal. Carbono. Nitrógeno. Oxígeno. Ruteno. 

Cloro. 

 

El Ru_mito también se caracterizó mediante espectroscopía 1H RMN. El 

espectro 1H RMN en MeOD muestra la presencia de una única especie en 

disolución, con una simetría molecular análoga a la observada en estado 

sólido. Asimismo, el estudio comparativo entre el espectro de resonancia 

magnética nuclear (1H RMN) del Ru_mito y de la mitoxantrona libre, muestra 

un desdoblamiento de las señales correspondientes a los protones CH2 de la 

cadena lateral de la mitoxantrona al unirse a los grupos Ru(cimeno) (Figura 

2.38). Esto pone de manifiesto la perdida de simetría de las cadenas laterales 

de la mitoxantrona, confirmando su coordinación con los átomos de rutenio. La 

asignación exacta de las señales de RMN para Ru_mito se ha realizado 

mediante espectroscopía COSY heteronuclear (denominada frecuentemente 

HETCOR, Heteronuclear Correlation). La integración de las señales de 1H 

correspondientes al sistema mitoxantronato y al grupo cimeno está de acuerdo 

con la naturaleza dinuclear de Ru_mito. Por otro lado, el espectro de masas 

obtenido mediante ionización por electroespray (Electrospray inionization, ESI-

MI) confirma la formación de Ru_mito. La señal situada en un valor máximo de 
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m/z de 948.1844 (100%) corresponde con la especie catiónica [("6-p-

cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl+ (Figura 2.39). 

 
Figura 2.38. Espectro de 1H RMN de Ru_mito (arriba) (MeOD, 400 MHz) y de la mitoxantrona 

libre (abajo) (DMSO-d6, 400 MHz). 

 
Figura 2.39. El espectro ESI-MS del Ru_mito muestra un pico intenso a m/Z = 948.1844 que 

corresponde con la especie catiónica [("6-p-cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl+. 
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Por otro lado, se ha estudiado la solubilidad del Ru_mito en diferentes 

disolventes. Los resultados muestran que el compuesto Ru_mito es soluble 

tanto en disolventes polares (H2O, MeOH, EtOH, CH3CN, (CH3)2O y DMF) 

como en disolventes apolares o poco polares (CH2Cl2 y CHCl3). El carácter 

dual de Ru_mito se debe a la presencia de grupos polares (O, OH y NH) y 

residuos apolares (cimeno) en el sistema. Estos resultados son interesantes 

puesto que ponen de manifiesto que la especie Ru_mito puede disolverse 

fácilmente en fluidos corporales, y así penetrar fácilmente en las células 

tumorales.  

 

En base a estos resultados, se estudió la posible interacción de 

Ru_mito con biomoléculas importantes en procesos cancerígenos 

(catepsinas), así como su actividad redox y su actividad citotóxica. 

 

En primer lugar, teniendo en cuenta la capacidad de la mitoxantrona 

para intercalarse en la doble hélice del ADN, se ha estudiado el posible efecto 

de la presencia de los grupos Ru(cimeno) coordinados, en su capacidad para 

interaccionar con la estructura de ADN. Estos estudios se han realizado 

utilizando diferentes métodos biofísicos, como dicroísmo circular (CD) y 

ensayos de interacción competitiva con bromuro de etidio. Estos ensayos se 

realizaron tanto para el metalofármaco Ru_mito como para la mitoxantrona 

libre. Los resultados obtenidos muestran que la presencia de grupos 

Ru(cimeno) coordinados al ligando mitoxantronato en el Ru_mito, no afecta 

significativamente a la capacidad de intercalación del fragmento de 

mitoxantronato en el ADN. De hecho, los ensayos de competición con bromuro 

de etidio intercalado en el ADN muestran que la constante de unión al ADN 

disminuye ligeramente desde 2.85!107 M-1 para la mitoxantrona libre, hasta 

2.18!106 M-1 para el metalofármaco Ru_mito (Figura 2.40a). Asimismo, las 

medidas de dicroísmo circular confirman que el metalofármaco Ru_mito 

interacciona con el ADN por intercalación, tal y como se puede apreciar en la 

disminución de la elipticidad de las curvas, tanto para la mitoxantrona como 

para el metalofármaco Ru_mito (Figura 2.40b). 
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Figura 2.40. (a) Espectros de fluorescencia para bromuro de etidio (5 µM) y ct-ADN (4 µM) en 

presencia de cantidades crecientes de mitoxantrona (derecha) y Ru_mito (izquierda) en un 

tampón de cacodilato de sódio y NaCl 20 mM. (b) Espectro de dicroísmo circular para ct-ADN 

libre (170 µM) y en presencia de cantidades crecientes de mitoxantrona (derecha) y Ru_mito 

(izquierda). Relaciones ct-ADN:fármaco indicadas en la figura. 

 

A continuación, se estudió la posible interacción entre el Ru_mito y 

otras dianas biológicas importantes diferentes al ADN, como aminoácidos y 

proteasas. En primer lugar, se estudió la evolución de las reacciones entre el 

metalofármaco Ru_mito y algunos aminoácidos durante 24 horas mediante 

técnicas espectroscópicas de 1H RMN. Los estudios de 1H RMN en diferentes 

medios (MeOD, 310 K; DMSO-d6, 310 K) ponen de manifiesto la interacción 

entre el Ru_mito y aminoácidos S dadores (cisteína y glutatión) y N dadores 

(histidina). De hecho, los espectros de 1H RMN muestran que la interacción 

entre el complejo Ru_mito y el correspondiente aminoácido ocurre 

rápidamente (< 4 horas), con la inherente liberación de mitoxantrona (Figura 

2.41). Estos resultados coinciden con los obtenidos para otros sistemas de 

rutenio de tipo “semi-sandwich” para los que se ha demostrado su capacidad 

de coordinación con aminoácidos.26  
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Figura 2.41. Espectros de 1H RMN, durante 24 horas, de la interacción de Ru_mito con los 

aminoácidos N y S dadores cisteína (a), glutatión (b) e histidina (c). 

!"#$%&'(!"#$%!

&'!

()*!

)*!

)%&'*+,&-',+./%0-1.

!"#$%&'.
)%&'*+,&-',+.
2%$1,'.

!"32%$1,'#2%4&15,+.

5.0 5.2 5.4 5.6 5.8 6.0 6.2 6.4 6.6 6.8 7.0 7.2 7.4 7.6 7.8 8.0 

! (ppm) 

+,!

!"#$%&'(!"#$%&'(!

)*!

+,-!

,-!

5.0 5.2 5.4 5.6 5.8 6.0 6.2 6.4 6.6 6.8 7.0 7.2 7.4 7.6 7.8 8.0 

! (ppm) 

)*"&+,-./*%012/

!"#$%&'/
3%&'4+.&1'.+/
5%$2.'/

./!

!"#

!"#$%&'#($'&)*"+(,)

-./0"#$)
!"#$%&'#($'&)
1"0,'$)

-.21"0,'$/3"456"'&)
7"456"'&)*"+(,)

5.2 5.4 5.6 5.8 6.0 6.2 6.4 6.6 6.8 7.0 7.2 7.4 7.6 7.8 8.0 
! (ppm) 

-./0"#$8#$%&'#

()#

*+,#

+,#

5.0 



MOFs: agentes portadores y liberadores de moléculas bioactivas 
!

! 169 

Asimismo, el Ru_mito ha demostrado una alta capacidad de interacción 

con proteasas (catepsina B y D), inhibiendo su actividad enzimática. Estudios 

de espectroscopía de UV-vis han demostrado que una disolución de Ru_mito 
(20 µM) es capaz de inhibir completamente la actividad de la catepsina D 

(Figura 2.42). Por otro lado, también se ha demostrado que Ru_mito puede 

inhibir la actividad de la catepsina B con un valor de IC50 de 1.5 µM (Figura 

2.42), que es inferior al publicado para el metalofármaco RAPTA-C (IC50 = 2.5 

µM) y para otros tipos de metalofármacos basados en rutenio. 27  Debe 

destacarse que la mitoxantrona libre (200 µM) no es capaz de inhibir la 

actividad de las catepsinas B y D, lo que indica que la actividad inhibitoria de 

Ru_mito está relacionada con la capacidad del rutenio para unirse a los 

aminoácidos que conforman la estructura de las catepsinas. Estos resultados 

resultan interesantes ya que estas enzimas, junto a otras cisteína-proteasas, se 

encuentran sobreexpresadas en diversas líneas celulares cancerígenas.20  

 

 

Figura 2.42. Arriba: ensayo de inhibición de la actividad de la catepsina B en función de la 

concentración de Ru_mito. Abajo: ensayo enzimático para la catepsina D con mitoxantrona 

(200 µM) (izquierda) y Ru_mito (20  µM) (derecha). 

 

Como ya se ha comentado, la actividad biológica de los metalofármacos 

de rutenio también está relacionada con su participación en procesos 
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biológicos redox.27 En este contexto, con el objetivo de estudiar las propiedades 

electroquímicas del nuevo metalofármaco se realizaron estudios de voltametría 

cíclica del Ru_mito, así como de los precursores mitoxantrona y [Ru(p-

cimeno)Cl]2Cl2 (Figura 2.43). La voltametría cíclica para el nuevo 

metalofármaco Ru_mito muestra un cambio en la curva de oxidación de la 

mitoxantrona hacia potenciales mayores (#E = +0.12 V). Estos resultados 

demuestran que el sistema mitoxantronato de Ru_mito se oxida con mayor 

dificultad, lo que está de acuerdo con la naturaleza electrón aceptora de los 

centros metálicos de rutenio a los que está unido. El primer pico anódico 

corresponde a la transferencia parcial reversible de 1e- (en comparación con el 

proceso oxidativo ferroceno/ferrocinio 1e- (Fc/Fc+)) al grupo OH situado en la 

posición 1 del fragmento antraceno. El segundo pico corresponde a una 

transferencia irreversible, y se atribuye a la oxidación del segundo grupo OH 

del grupo mitoxantronato. En cuanto al proceso de reducción del Ru_mito, en 

primer lugar, se observa un pico irreversible que puede atribuirse a la reducción 

del sistema mitoxantronato. El segundo pico, también irreversible, muestra el 

proceso correspondiente a la reducción simultánea de los dos átomos de 

rutenio (Ru2+ ! Ru+). El último proceso de reducción sucede a potenciales más 

negativos (E = -1.50 V) que para el complejo precursor [Ru(p-cimeno)Cl]2Cl2 (E 

= -1.12 V). En este caso, el sistema mitoxantronato ya ha acomodado un 

electrón y, consecuentemente, el posterior proceso de reducción es menos 

favorable. Como conclusión, debe destacarse que la actividad redox 

biológicamente relevante de Ru_mito está centrada en el fragmento antraceno, 

ya que es en este sistema donde tienen lugar los procesos de oxidación-

reducción más accesibles. 

 
Figura 2.43. Voltametría cíclica de Ru_mito, mitoxantrona y [Ru(p-cimeno)Cl]2Cl2. 
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Finalmente, la capacidad del Ru_mito para intercalarse en la doble 

hélice de ADN y para inhibir la actividad enzimática de ciertas proteasas hacen 

pensar en una potencial actividad antitumoral de dicha metalodroga. Por ello, 

se decidió estudiar la actividad citotóxica in vitro del Ru_mito frente a diversas 

líneas celulares. Para este estudio se utilizaron cuatro líneas celulares 

cancerígenas humanas estrógeno dependientes que sobreexpresan diversos 

tipos de catepsinas (tumor ovárico (A2780) y tumor ovárico resistente al 

cisplatino (A2780cis),28 cáncer de mama (MCF-7)29 y leucemia promielocítica 

(HL-60)).30 Además, se estudió la toxicidad del Ru_mito en la línea celular de 

riñón sano (LLC-PK1) con el fin de evaluar la nefrotoxicidad y selectividad de 

este compuesto frente a células cancerígenas. Los resultados se resumen en 

la tabla 2.1, donde se puede apreciar que tras 24 horas de cultivo, el 

metalofármaco Ru_mito presenta una importante actividad citotóxica frente a 

todas las líneas celulares tumorales ensayadas, incluso frente a la línea celular 

resistente al cisplatino. El compuesto Ru_mito presenta valores de IC50 

(concentración media inhibitoria) por debajo de los obtenidos para cisplatino en 

tres de las cuatro líneas celulares ensayadas, así como un factor de resistencia 

menor (RF: valor de IC50 para la línea celular resistente al cisplatino/valor de 

IC50 para la línea celular sensible al cisplatino). Estos resultados ponen de 

manifiesto la gran efectividad de Ru_mito frente a estos tipos de células 

tumorales. Sin embargo, el nuevo metalofármaco Ru_mito presenta una 

actividad citotóxica in vitro ligeramente más baja que la mitoxantrona libre en 

todas las líneas celulares estudiadas, aunque presenta un factor de resistencia 

más bajo. Es importante destacar que el Ru_mito muestra una menor 

citotoxicidad que la mitoxantrona libre frente a células sanas de riñón, lo que se 

considera un factor favorable puesto que conllevaría una mayor efectividad del 

tratamiento y menos efectos secundarios. Podemos concluir que las diferencias 

observadas en la actividad in vitro de Ru_mito en comparación con la 

mitoxantrona libre están relacionadas con la disminución de su capacidad 

intercalante con el ADN, posiblemente por la presencia de grupos Ru(cimeno) 

y/o debido a la liberación lenta de mitoxantrona como consecuencia de la 

degradación del Ru_mito en medio fisiológico. Asimismo, debe destacarse que 

la capacidad del Ru_mito para inhibir la actividad enzimática de las catepsinas 

B y D, su actividad redox y la liberación lenta de la mitoxantrona pueden dar 
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lugar a un mecanismo de acción con múltiples dianas (terapia combinada), 

diferente a la mitoxantrona aislada, lo que supondría un aumento de la 

selectividad de los tratamientos contra el cáncer. 

 

 Mitoxantrona Ru_mito Cisplatino (control) 

MCF-7 0.011(1) µM 28 (± 4) a % 15(1) µM 

A2780 0.043(1) µM 0.58(1) µM 0.91(5) µM 

A2780cis 0.032(2) µM 0.25(1) µM 7.37(53) µM 

RF 0.74 0.43 8.10 

HL-60 0.16(1) µM 1.94(2) µM 8.18(19) µM 

LLC-PK1 21 (± 5)a % 15 (± 4) a % 12(1) a µM 

 
Tabla 2.1. Valores de IC50 (concentración media inhibitoria, en µM) para las líneas celulares 

cancerígenas de tumor de ovario (A2780), tumor de ovario resistente al cisplatino (A2780cis), 

cáncer de mama (MCF-7) y leucemia promielocítica (HL-60), y para la línea celular de riñón 

sano (LLC-PK1). Factor de resistencia (RF = valor de IC50 para la línea celular resistente al 

cisplatino/valor de IC50 para la línea celular sensible al cisplatino).  
a Valores de inhibición de crecimiento (%) utilizando una concentración de fármaco de 100 µM.  

 

Teniendo en cuenta la interesante actividad antitumoral de Ru_mito, nos 

propusimos estudiar su posible incorporación en la red mesoporosa MIL-
100(Fe). En primer lugar, se probó la encapsulación del metalofármaco 

suspendiendo la red porosa activada en disoluciones saturadas de Ru_mito 

utilizando diferentes disolventes orgánicos (acetona, etanol, etc.). Sin embargo, 

no se obtuvieron buenos resultados, probablemente debido al pequeño tamaño 

de las ventanas de las cavidades (0.86 nm x 0.86 nm) que no permiten la 

incorporación de dicha metalodroga voluminosa a la matriz porosa por difusión. 

Con el fin de superar esta dificultad, se ha seguido la estrategia del “barco en la 

botella”, sintetizando directamente el compuesto Ru_mito en el interior de las 

cavidades de MIL-100(Fe) (Figura 2.44). Así, se llevó a cabo una 

encapsulación en tres pasos: i) en primer lugar, la matriz porosa activada MIL-
100(Fe) se molturó en una disolución saturada de [Ru(H2O)3Cl3] en acetona, lo 

que condujo a su rápida incorporación; ii) posteriormente, la matriz cargada con 

[Ru(H2O)3Cl3] se hizo reaccionar con $-terpineno en EtOH a reflujo durante 24 

horas, para formar el complejo dinuclear [Ru(p-cimeno)Cl]2Cl2; y iii) en tercer 
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lugar, este complejo dinuclear de rutenio se dejó reaccionar con clorhidrato de 

mitoxantrona en EtOH a 313 K durante 24 horas, para conseguir la especie 

final cargada MIL-100(Fe)@Ru_mito (para más detalles experimentales véase 

el Anexo A). Los resultados obtenidos mediante análisis elemental y UV-vis 

demostraron un valor de carga de 0.4 mmol de Ru_mito por mmol de MIL-
100(Fe).  

 

 
Figura 2.44. Estrategia del “barco en la botella” utilizada para la encapsulación de la 

metalodroga no convencional Ru_mito en la matriz porosa MIL-100(Fe). 

 

Asimismo, la formación del complejo Ru_mito en los poros de la red 

MIL-100(Fe) ha sido confirmada por: i) la dramática disminución en la 

capacidad de adsorción del MOF, pasando de una superficie de BET de 1570 

m2 g-1 para el material original, a 20 m2 g-1 tras la carga de Ru_mito (Figura 

2.45a); ii) la presencia de algunos picos característicos del metalofármaco puro 

en el IR del MOF cargado MIL-100(Fe)@Ru_mito (Figura 2.45b); iii) la 

presencia de bandas características de Ru_mito en el espectro de reflectancia 

difusa de MIL-100(Fe)@Ru_mito (Figura 2.45c); y iv) la presencia de rutenio 

en el MOF cargado confirmado mediante el análisis químico puntual por 
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espectroscopía de energía dispersiva de rayos X (EDX) (Figura 2.45d). Por otra 

parte, de acuerdo con los datos de difracción de rayos X en polvo, la integridad 

estructural de la red se mantiene después de la incorporación de Ru_mito. 

 
Figura 2.45. (a) Isotermas de adsorción de N2 a 77 K de las especies MIL-100(Fe), MIL-

100(Fe)@[Ru(H2O)3Cl3], MIL-100(Fe)@[Ru(p-cimeno)Cl]2Cl2 y MIL-100(Fe)@Ru_mito. La 

desorción se denota con símbolos vacíos. (b) Espectros IR y (c) espectros de reflectancia 

difusa de las especies MIL-100(Fe), Ru_mito y MIL-100(Fe)@Ru_mito. (d) Imagen HR-TEM 

para la muestra MIL-100(Fe)@Ru_mito. Los análisis cualitativos EDX llevados a cabo en 

diferentes zonas de la muestra, confirman la presencia de rutenio en la matriz porosa. 

  

Finalmente, se intentó estudiar la liberación de Ru_mito o de 

mitoxantrona de la matriz porosa MIL-100(Fe)@Ru_mito. Hay que indicar que 

los estudios preliminares mediante UV-vis revelaron que la liberación de 

Ru_mito en SBF, presenta un comportamiento complejo, debido a la 

superposición de las bandas debidas a la degradación del Ru_mito y de las 

nanopartículas del MOF. Este hecho dificulta la comprensión del proceso de 

liberación. No obstante, hay que destacar que la estrategia de encapsulación 

elegida supone un beneficio en comparación con la encapsulación de la 

mitoxantrona libre, gracias a la liberación lenta y simultánea de fragmentos 
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organometálicos de Ru(II) junto con mitoxantrona. Actualmente, nuestro grupo 

de investigación sigue trabajando para aclarar la posible actividad biológica de 

los sistemas híbridos nanoMOF@metalofármaco. Este último resultado debe 

tomarse como una prueba de concepto sobre el potencial uso de las redes 

metalorgánicas como portadores de fármacos anticancerígenos no 

convencionales.  
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Conclusiones 
 

El MOF MIL-100(Fe) presenta ventajas inherentes a su composición y 

estructura que lo convierten en un candidato ideal para aplicaciones biológicas.  

Este MOF mesoporoso presenta una alta estabilidad química, porosidad 

permanente y una elevada área superficial. Además, el MIL-100(Fe) es 

biocompatible y se puede obtener fácilmente en forma de nanopartículas. Estas 

características lo hacen un buen candidato para su aplicación en la 

incorporación y liberación de metalofármacos no convencionales como el 

[Ru(p-cimeno)Cl2(pta)], (pta: 1,3,5-triaza-7-fosfanoadamantano) (RAPTA-C) y el 

[("6-p-cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito). 

 
En este apartado, se ha demostrado que es posible encapsular el 

metalofármaco RAPTA-C mediante la impregnación de la matriz porosa MIL-
100(Fe) alcanzándose una carga de 0.8 mmol de RAPTA-C por mmol de MIL-
100(Fe). Por otra parte, debe destacarse que la liberación del metalofármaco 

en FCS se produce en dos etapas, poniendo de manifiesto los diferentes tipos 

de interacción entre las moléculas de RAPTA-C y la matriz porosa. 

 

Por otro lado, se ha sintetizado un novedosos metalofármaco no 

convencional basado en Ru(II) y el ligando mitoxantronato [("6-p-

cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito). Este nuevo metalofármaco reúne 

las propiedades anticancerígenas de la antraciclina mitoxantrona y de los 

compuestos “semi-sandwich” de rutenio. Se ha demostrado que Ru_mito 

presenta actividad redox, capacidad de interaccionar con diferentes dianas 

biológicas (como la biomolécula de ADN, aminoácidos N y S dadores y las 

catepsinas B y D), así como actividad anticancerígena frente a varias líneas 

celulares, incluso frente a líneas celulares resistentes al cisplatino. 

 

Por último, se ha demostrado que es posible llevar a cabo la 

incorporación de Ru_mito en el MOF MIL-100(Fe) (0.4 mmol de Ru_mito por 

mmol de MIL-100(Fe)) utilizando la estrategia del “barco en la botella”. Los 

resultados obtenidos son una prueba de concepto más sobre el potencial uso 
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de las redes metalorgánicas como portadores de fármacos anticancerígenos no 

convencionales.  
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2.4 Nanopartículas de ZnBDP_X 
 

El diseño y estudio de nuevos materiales de talla nanométrica es, 

actualmente, una de las áreas de investigación que más interés suscita en la 

comunidad científica. Numerosos tipos de nanopartículas se han estudiado 

para su aplicación como agentes para la liberación controlada de fármacos 

y/o como agentes de contraste. 1  Entre todos ellos, una nueva clase de 

nanopartículas emergentes son las redes metalorgánicas a escala 

nanométrica (nanoMOFs), que gracias a la gran variabilidad de estructuras 

que pueden formar, permite abordar la demanda de este tipo de materiales en 

aplicaciones biológicas. En este sentido, los nanoMOFs presentan las mismas 

ventajas que los MOFs a escala macrométrica: ofrecen una gran diversidad 

de estructuras y composiciones, tienen la capacidad de transportar agentes 

terapéuticos y de imagen, pueden presentar una aceptable toxicidad, 

biodegradación, etc. Sin embargo, sus propiedades fisicoquímicas (carga, 

química superficial y estabilidad química y coloidal) deben ser 

cuidadosamente analizadas antes de utilizarlas en condiciones prácticas, ya 

que éstas van a determinar la eficacia y biodistribución de las nanopartículas.2 

Por todo ello, la caracterización de las nanopartículas en suspensión es 

imprescindible para la evaluación de su potencial efecto biológico. Sin 

embargo, a pesar de que se han descrito varios sistemas de liberación 

controlada de fármacos a escala nanométrica, existen pocos datos sobre la 

respuesta del sistema inmune a un tratamiento con nanopartículas, así como 

su posible efecto tóxico o la estabilidad frente a la agregación o floculación en 

condiciones fisiológicas!"# 

 

Aunque es difícil delimitar de forma precisa qué es una nanopartícula, la 

comunidad científica conviene en definirlas como porciones de materia, 

diferenciadas del medio que las rodea, cuya longitud, en al menos una de sus 

dimensiones, oscila entre 1 y 100 nm (1 nm = 10-9 metros). Las nanopartículas 

pueden imitar o alterar procesos biológicos por lo que su uso en medicina 

podría dar solución a viejos problemas asociados con la solubilidad, 

biodisponibilidad, inmunocompatibilidad y citotoxicididad de muchos de los 

medicamentos de uso tradicional. 5  Las nanopartículas utilizadas en la 
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administración de fármacos, con fines terapéuticos o de diagnóstico, son 

sólidos coloidales con un tamaño entre 2 y 1000 nm.  

 

Asimismo, las ventajas del uso de nanopartículas para la administración 

de fármacos se deben, principalmente, a su pequeño tamaño y al empleo de 

materiales biodegradables. Gracias a su tamaño, las nanopartículas pueden 

atravesar zonas de inflamación del endotelio, epitelio (por ejemplo, el tracto 

intestinal, el hígado, etc.), tumores o penetrar en microcapilares. 6 

Actualmente, la vía oral y la vía parenteral son las rutas más utilizadas para la 

administración de fármacos. Mediante la ruta parenteral se consigue un efecto 

farmacológico casi instantáneo, mientras que la administración oral es menos 

invasiva. En cuanto a la administración intravenosa, hay que destacar que el 

tamaño de las nanopartículas es mucho menor que el de los capilares de 

diámetro pequeño, lo que evita la formación de agregados y garantiza que las 

partículas no formen émbolos o trombos. En este sentido, se consideran 

nanopartículas óptimas para tratamientos intravenosos aquellas que tengan 

un tamaño menor que 200 nm.$!!
 

Por otro lado, la liberación del fármaco puede verse afectada por el 

tamaño de la partícula portadora. Por una parte, las partículas pequeñas 

tienen una mayor relación área superficie-volumen, lo que favorece la 

asociación del fármaco con las moléculas del órgano diana (al estar más 

expuesto), y por tanto, una liberación más rápida del fármaco. Por otra parte, 

las partículas de mayor tamaño son capaces de encapsular una mayor 

cantidad de fármaco, así como liberarlo de una forma más lenta como 

resultado del proceso de difusión.8 

 

Aparte del tamaño, la polaridad de las nanopartículas determina qué 

componentes del medio (moléculas de disolvente, iones, proteínas, enzimas, 

etc.) se unen a su superficie. En este sentido, el potencial ! se utiliza 

comúnmente para caracterizar la carga superficial de las nanopartículas en 

suspensión. El potencial ! describe la intensidad del potencial eléctrico de las 

partículas y depende tanto de la composición de éstas como del medio en el 

que se encuentren (Figura 2.46).9 Según la teoría clásica Derjaguin-Landau-
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Verwey-Overbeek (DLVO),10 el que se produzca o no la aglomeración de las 

nanopartículas está determinada por la suma de las fuerzas electrostáticas 

repulsivas (interacción de las capas eléctricas alrededor de las 

nanopartículas) y las fuerzas atractivas de van der Waals. Aumentando la 

carga superficial de la nanopartícula (potencial !) se puede aumentar la fuerza 

electrostática repulsiva, minimizando la agregación, y consecuentemente, 

reduciendo el tamaño hidrodinámico. En este sentido, las nanopartículas con 

un potencial ! mayor de ± 30 mV han demostrado ser estables en 

suspensión.11 Además, hay que destacar que las nanopartículas con una 

carga superficial negativa son más difíciles de detectar y eliminar por el 

sistema inmune que las nanopartículas cargadas positivamente. Asimismo, 

hay evidencias de que las nanopartículas catiónicas son más tóxicas e 

inducen reacciones inflamatorias. !

 
Figura 2.46. Representación esquemática de la distribución de cargas y del valor del 

potencial ! alrededor de una nanopartícula. 

 

Una vez administradas, las nanopartículas han de atravesar diversos 

medios biológicos hasta alcanzar la diana deseada. Estas barreras biológicas 

pueden modular la actividad y/o biodistribución de las nanopartículas. 

Asimismo, la opsonización es el proceso por el que se marca a un patógeno 

para su ingestión y destrucción por un fagocito, y se considera una de las 

mayores barreras que presentan las nanopartículas en cuanto a estabilidad in 

vivo. Las opsinas más importantes presentes en el organismo son las 
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inmunoglobulinas, las proteínas complementarias, la albúmina, las 

apolipoproteínas y el fibrinógeno, y su actividad está determinada por su 

capacidad de unión a la superficie de las nanopartículas. %&  Además, se 

considera que el uso de nanopartículas para la liberación eficiente de 

fármacos a menudo se encuentra obstaculizada por la actividad de las 

enzimas y la barrera mucosa (gástrica, intestinal, etc.). Por lo tanto, las 

nanopartículas deben ser capaces de soportar la actividad enzimática y la 

barrera mucosa defensiva para evitar su rápida eliminación.'%"'En este sentido, 

en esta Tesis Doctoral, se ha estudiado la estabilidad coloidal de nanoMOFs 

de la serie isorreticular ZnBDP_X (H2BDP = 1,4-bis(1H-pirazol-4-il)benceno, X 

= H, NO2, NH2 y OH) en distintos fluidos biológicos simulados en presencia de 

diversas enzimas y proteínas. 

 

Con este fin se prepararon los nanoMOFs con tamaños adecuados 

para aplicaciones biológicas (< 200 nm) de la serie ZnBDP_X, previamente 

descrita por nuestro grupo de investigación, basada en el ensamblaje del ión 

metálico Zn(II) y el ligando bispirazolato previamente funcionalizado (Figura 

2.47).14 Las razones que han motivado la elección de las redes porosas 

ZnBDP_X para la síntesis de nanoMOFs con aplicaciones biológicas son 

esencialmente dos. En primer lugar, esta serie está basada en el elemento 

esencial para la vida Zn, lo que evita problemas de toxicidad derivados de la 

lixiviación del metal al degradarse la matriz. En segundo lugar, la alta 

basicidad de los ligandos pirazolato en combinación con la naturaleza 

intermedia duro-blanda de los iones Zn(II) da lugar a enlaces de coordinación 

Zn-N robustos. Dicha robustez va a limitar el tamaño de los dominios 

cristalinos de los núcleos de cristalización por lo que el uso de ligandos 

pirazolato va a favorecer la formación de nanopartículas de MOFs.  

 

De acuerdo con la estructura descrita en bibliografía, el material poroso 

ZnBDP cristaliza en el grupo espacial P42/mmc del sistema tetragonal, (a = 

13.2657 Å, c = 7.2474 Å, V = 1275.4 Å3, Z = 2, ! = 1.250 g cm-3.15 Los iones 

metálicos están unidos entre sí por los ligandos orgánicos formando cadenas 

lineales paralelas. Estas cadenas a su vez están conectadas por los ligandos 

BDP formando una red porosa 3D con canales 1D cuadrados con una 
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apertura de poro de 1.1 nm. La activación térmica de este compuesto a 453 K 

en vacío dinámico (10-6 bar) durante 12 horas elimina las moléculas de 

disolvente atrapadas en los canales durante el proceso de síntesis, dando 

lugar a una estructura desolvatada con grandes cavidades con un volumen de 

poro accesible, calculado a partir de la estructura, que alcanza el 65% del 

volumen total del cristal. Asimismo, se ha demostrado que la funcionalización 

pre-sintética del ligando 4,4’-benceno-1,4-diilbis(1H-pirazol) (H2BDP) 

introduciendo grupos –NH2, –NO2 y –OH conduce a la formación de la serie 

isorreticular ZnBDP_X (H2BDP = 1,4-bis(1H-pirazol-4-il)benceno, X = H, NO2, 

NH2 y OH) en la que la introducción de grupos polares da lugar a un aumento 

significativo en la afinidad del sistema por la adsorción de gases polares.14 En 

esta Tesis Doctoral, se ha estudiado el efecto de la presencia de distintos 

grupos químicos en las paredes de las cavidades de la matriz porosa en la 

interacción metalofármaco-anfitrión. 

 
Figura 2.47. Representación esquemática de la reacción entre el ion metálico Zn(II) y los 

ligandos funcionalizados H2BDP_X para la obtención de la serie isorreticular ZnBDP_X (X = 

H, NO2, NH2 y OH). 

 

En este apartado, se describirá la síntesis y caracterización de 

nanopartículas a partir de la serie isorreticular ZnBDP_X, así como el estudio 

de su potencial aplicación como portadores de fármacos. En primer lugar, se 

investigará la síntesis y caracterización de los nanoMOFs ZnBDP_X (X = H, 

NO2, NH2 y OH) y se estudiará los tamaños de partícula siguiendo diferentes 

estrategias. A continuación, se evaluará la dispersión de nanopartículas de 
ZnBDP_OH, matriz utilizada como modelo de la serie, en diferentes 

condiciones biológicas simuladas en presencia de distintas proteínas y sales 

then kept under stirring at 100 °C for 2 h. After the reaction mixture
became clear, it was filtered through the pad of Celite. The Celite was
then washed with a small amount of DMF, and the filtrate was diluted
with crushed ice (5 g). The obtained precipitate was then filtered off
and washed with water (2 × 5 mL), affording a white powder of pure
H2BDP_NH2 product (250 mg, yield 94%). 1H NMR (DMSO-d6): δ
4.77 (s, 2H), 6.84 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 1.7 Hz, 1H),
7.15 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.86 (br s, 4H), 12.88 (br s, 2H). IR (nujol):
3420(s), 3338(s), 3111(br), 1621(s), 1575(s), 1522(w), 1334(w),
1290(w), 1169(vs), 1042(s), 988(w), 961(s), 946(w), 880(w), 864(s),
805(vs), 721(w), 660(w), 627(w) cm−1. Anal. Calcd for C12H11N5
(Mw = 225.2 g/mol): C, 63.99; H, 4.92; N, 31.09. Found: C, 63.31; H,
5.42; N, 31.30.
2-Hydroxo[1,4-bis(1H-pyrazol-4-yl)benzene] (H2BDP_OH).

One gram (4.444 mmol) of H2BDP_NH2 was dissolved in 5 mL of
sulfuric acid. The mixture was stirred until a thick paste was formed.
To this was added about 3 g of crushed ice, and the mixture was then
kept in an ice bath. In a separate beaker, NaNO2 (0.440 g, 5.176
mmol) was dissolved in 4 mL of water. This solution was cooled and
added dropwise, with constant stirring, to the acid amine solution. In a
separate flask, a solution of H2SO4 (3 mL) and water (3 mL) was
heated to 110 °C, and the entire diazonium salt solution was added
dropwise. After the addition was over, the solution was allowed to boil
for another 30 min. It was then cooled with an ice bath, and the
precipitate was filtered off and suspended in a solution of NaHCO3 in
water and stirred for 2 h at 80 °C. The yellowish precipitate was then
filtered off, washed with water (2 × 5 mL), and dried under vacuum
(0.763 g, yield 76%). 1H NMR (DMSO-d6): δ 7.04 (m, 2H), 7.51 (d, J
= 7.8 Hz, 1H), 8.04 (br s, 4H), 9.67 (s, 1H), 12.83 (br s, 2H). IR
(nujol): 3525(s), 3387(br), 3182(br), 1621(w), 1588(s), 1563(w),
1534(w), 1440(s), 1346(w), 1274(w), 1254(w), 1216(w), 1160(vs),
1106(w), 1036(s), 959(s), 948(s), 888(w), 865(w), 834(w), 817(s),
736(w), 670(w) cm−1. Anal. Calcd for C12H10N4O (Mw = 226.2 g/
mol): C, 63.71; H, 4.46; N, 24.76. Found: C, 62.41; H, 5.11; N, 24.50.
2,5-Di(1H-pyrazol-4-yl)benzenesulfonic Acid (H2BDP_SO3H).

1,4-Bis(1H-pyrazol-4-yl)benzene (1 g, 4.76 mmol) was added in
portions to fuming sulfuric acid (10 mL) and was stirred for 1 h at
room temperature. To the resulting solution was added crushed ice
slowly to give a white precipitate that was filtered off, washed
thoroughly with water (2 × 10 mL), and dried under vacuum to give
pure H2BDP_SO3H (0.953 g, yield 69%). 1H NMR (DMSO-d6): δ
3.16 (s, 1H), 7.48 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 8, 1.9 Hz, 1H), 8.11
(s, 2H), 8.15 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 8.58 (s, 2H). IR (nujol): 3415(br),
3174(br), 1580(w), 1564(w), 1511(w), 1346(w), 1311(w), 1256(w),
1215(vs), 1176(vs), 1113(s), 1084(s), 1047(s), 1026(s), 969(w),
943(w), 886(w), 831(s), 737(w), 682(w), 656(w) cm−1. Anal. Calcd

for C12H10N4O3S (Mw = 290.3 g/mol): C, 49.65; H, 3.47; N, 19.30.
Found: C, 49.84; H, 3.97; N, 18.64.

General Procedure for NiBDP_X (X = H, NO2, NH2, OH)
Preparation. H2BDP_X (0.5 mmol) was dissolved in DMF (10 mL)
in a 50 mL Schlenk flask and heated to 60 °C. Ni(CH3COO)2·4H2O
(0.5 mmol) was then added to the solution under stirring. The mixture
was allowed to react for 5 h at reflux. After being cooled to room
temperature, the orange solid was collected by filtration, washed with
methanol (3 × 10 mL), and dried under vacuum. Yields typically fall in
the 50−70% range, depending on the amount of entrapped solvent
and on the performances of the filtration processes, heavily
conditioned by the crystal sizes.

Anal. Calcd for Ni(C12H7N5O2)(C3H7NO)2(CH3OH)2 (NiBDP_-
NO2) (Mw = 522 g/mol): C, 46.00; H, 5.60; N, 18.78. Found: C,
45.96; H, 5.45; N, 19.28. IR (nujol): 1676(vs), 1649(vs), 1571(s),
1523(s), 1256(vs), 1179(w), 1136(w), 1107(w), 1062(s), 1006(w),
982(w), 955(w), 869(w), 837(w), 762(w), 738(w), 673(w) cm−1.

Anal. Calcd for Ni(C12H9N5)(C3H7NO)(H2O)(CH3OH)
(NiBDP_NH2) (Mw = 405 g/mol): C, 47.44; H, 5.47; N, 20.75.
Found: C, 47.80; H, 5.95; N, 21.05. IR (nujol): 3437(s), 3355(s),
1654(s), 1620(w), 1573(s), 1346(w), 1262(w), 1169(w), 1134(w),
1064(s), 954(s), 855(w), 810(w), 722(w) cm−1.

Anal. Calcd for Ni(C12H8N4O)(H2O)3(CH3OH) (NiBDP_OH)
(Mw = 369 g/mol): C, 42.31; H, 4.92; N, 15.18. Found: C, 41.99; H,
4.81; N, 15.39. IR (nujol): 3579(s), 1619(w), 1577(s), 1269(w),
1222(w), 1175(w), 1147(w), 1064(s), 955(s), 866(w), 843(w),
813(w), 722(w) cm−1.

General Procedure for ZnBDP_X (X = H, NO2, NH2, OH)
Preparation. H2BDP_X (0.5 mmol) was dissolved in DMF (10 mL)
in a 50 mL Schlenk flask and heated to 60 °C. Zn(CH3COO)2·2H2O
(0.5 mmol) was then added to the solution under stirring. The mixture
was allowed to react for 5 h at reflux. After being cooled to room
temperature, the white solid was collected by filtration, washed with
methanol (3 × 10 mL), and dried under vacuum. Yields typically fall in
the 50−70% range, depending on the amount of entrapped solvent
and on the performances of the filtration processes, heavily
conditioned by the crystal sizes.

Anal. Calcd for Zn(C12H7N5O2)(C3H7NO)2(CH3OH)2(H2O)5
(ZnBDP_NO2) (Mw = 619 g/mol): C, 38.81; H, 6.35; N, 15.84.
Found: C, 38.63; H, 6.03; N, 16.06. IR (nujol): 3350(br), 1670(vs),
1578(s), 1527(s), 1532(w), 1257(vs), 1134(w), 1092(w), 1064(s),
1012(w), 982(w), 954(w), 869(w), 847(w), 764(w), 739(w), 722(w),
659(w), 623(w) cm−1.

Anal. Calcd for Zn(C12H9N5)(C3H7NO)2(CH3OH)(H2O)
(ZnBDP_NH2) (Mw = 484.8 g/mol): C, 47.07; H, 6.03; N, 20.22.
Found: C, 47.33; H, 5.74; N, 20.07. IR (nujol): 3409(w), 3341(w),
1675(vs), 1629(w), 1571(s), 1402(w), 1344(w), 1256(s), 1177(w),

Figure 1. Top: Schematic drawing of the parent structures of ZnBDP and NiBDP [H2BDP = 1,4-bis(1H-pyrazol-4-yl)benzene] highlighting their
square and rhombic lattices, respectively. Bottom: A portion of their polymeric chains evidencing the local sterochemistries at the metal ions.
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características de medios intravenosos y orales. Con esta investigación, se 

pretende determinar si las nanopartículas se agregan bajo determinadas 

condiciones químicas (pH) o en presencia de determinadas moléculas 

presentes en los medios biológicos (proteínas). Debe destacarse que los 

fenómenos de agregación de estos nanovehículos pueden provocar cambios 

en su internalización en las células y en su citotoxicidad, lo que afectaría a la 

eficacia del tratamiento. Por otra parte, se investigará el efecto de la 

funcionalización de los ligandos en la capacidad de los nanoMOFs para la 

incorporación y liberación de la metalodroga antitumoral no convencional 

[Ru(p-cimeno)Cl2(pta)], RAPTA-C (pta: 1,3,5-triaza-7-fosfanoadamantano) y el 

fármaco anticancerígeno comercial clorhidrato de mitoxantrona (C22H28N4O6 " 

2HCl). La presencia de distintos grupos químicos en las paredes de las 

cavidades de la matriz porosa puede afectar a la interacción metalofármaco-

anfitrión y, por tanto, modificar la capacidad de carga así como las cinéticas 

de adsorción y liberación del metalofármaco.   

 

Discusión y resultados 
 
2.4.1 Caracterización de los nanomateriales 
 

La red metalorgánica ZnBDP_X (H2BDP = 1,4-bis(1H-pirazol-4-

il)benceno, X = H, NO2, NH2 y OH) ha sido preparada siguiendo el método 

descrito previamente por nuestro grupo de investigación.14'En la síntesis típica 

para la obtención de ZnBDP_X, se utilizó una mezcla de acetato de zinc y el 

ligando orgánico correspondiente en una relación 1:1 en DMF a reflujo (para 

más detalles experimentales véase el Anexo A). En esta Tesis Doctoral, la 

síntesis de la serie ZnBDP_X a escala nanométrica ha sido optimizada. Se ha 

demostrado que tras una hora de reacción a reflujo se obtienen nanocristales 

de los MOFs, excepto para el derivado ZnBDP_NH2, para el que son 

necesarias dos horas (Figura 2.48).  
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Figura 2.48. Difractogramas de RX en polvo para la serie ZnBDP_X medidos a diferentes 

tiempos de reacción. 

 

La evolución del tamaño de partícula se estudió en función del tiempo de 

reacción (entre 1 y 7 horas) mediante diferentes estrategias: i) utilizando la 

ecuación de Scherrer a partir de los difractogramas de RX en polvo, ii) 

tomando imágenes de Microscopía Electrónica de Barrido (Scanning Electron 

Microscopy, SEM), y iii) mediante estudios de dispersión dinámica de la luz 

(Dynamic Light Scattering, DLS) (Tabla 2.2). Mediante la ecuación de 

Scherrer se calculó el tamaño medio de los dominios ordenados, que es 

menor o igual al tamaño del cristal, y se obtuvo un tamaño medio de partícula 

aproximado de 50 nm. Hay que destacar que el tamaño de los dominios 

cristalinos se mantiene a lo largo de toda la reacción (hasta las 7 horas).  
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Tabla 2.2. Evolución del tamaño de partícula para la serie ZnBDP_X en función del tiempo de 

reacción hasta las 7 horas usando la ecuación de Scherrer, imágenes de SEM y medidas de 

DLS (incluyendo los valores de polidispersión, Polydispersity index, PDI). También, se 

muestran los rendimientos de las reacciones a las 2, 4 y 7 horas. 

 

Las imágenes de SEM de los compuestos ZnBDP_X, tras 7 horas de 

reacción, muestran la formación de partículas tetragonales con un tamaño 

medio aproximado de 60 nm para los compuestos ZnBDP_X (X = H, NO2 y 

OH) y la formación de partículas más grandes y ligeramente alargadas con un 

tamaño medio de 120 x 45 nm para el compuesto ZnBDP_NH2 (Figura 2.49). 

Estos tamaños de partícula concuerdan con los resultados obtenidos 

utilizando la ecuación de Scherrer.  
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Figura 2.49. Imágenes de SEM de los materiales ZnBDP, ZnBDP_NO2, ZnBDP_NH2 y 

ZnBDP_OH, obtenidos mediante reacciones a reflujo a 423 K durante 7 horas. En todos los 

casos se han obtenido partículas tetragonales, excepto en el caso de ZnBDP_NH2, donde las 

nanopartículas son ligeramente alargadas. 
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Por otro lado, las medidas de DLS a distintos tiempos de reacción 

muestran tamaños de partícula (100 - 200 nm) más grandes que los obtenidos 

en estado sólido, como consecuencia de su agregación en DMF. Sin 

embargo, hay que destacar el grado de monodispersión que presentan estos 

agregados (con valores de polidispersión, PDI, menores que 0.3) (Tabla 2.2). 

También debe indicarse que el tamaño de los agregados permanece 

constante durante toda la reacción (hasta las 7 horas) en todos los casos, 

menos para el ZnBDP, donde se observa un aumento progresivo del tamaño 

desde 100 hasta 180 nm y un mayor grado de polidispersión, cercano a 0.5 

(Tabla 2.2). Teniendo en cuenta estos resultados, podemos concluir que, de 

forma general, el mecanismo de nucleación de estas nanopartículas está 

relacionado con la aparición de nuevos núcleos en la fase homogénea. Esta 

hipótesis concuerda con el aumento de los rendimientos de reacción con el 

tiempo, sin que haya un aumento significativo en el tamaño de partícula 

(Tabla 2.2). De hecho, los rendimientos más altos se obtienen a las 7 horas, 

con valores cercanos al 60%, que pueden considerarse buenos para la 

síntesis de nanoMOFs.16 

 

Por otra parte, se ha llevado a cabo una síntesis solvotermal asistida por 

microondas de nanopartículas de ZnBDP_OH utilizando disolventes más 

respetuosos con el medio ambiente. Mediante este método se evita el uso del 

disolvente tóxico DMF, y se reduce la temperatura y el tiempo de reacción. 

Para llevar a cabo esta síntesis, se utilizó isopropanol como disolvente y dos 

sales de Zn(II): Zn(AcO)2 y Zn(2,4-pentanodionato)2 (para más detalles 

experimentales véase Anexo A). Como se puede apreciar por los datos de 

difracción de RX, en ambos casos se obtuvo la fase cristalina ZnBDP_OH 

como producto final (Figura 2.50). Posteriormente, las imágenes tomadas 

mediante SEM de ZnBDP_OH (obtenido utilizando Zn(2,4-pentanodionato)2 

como precursor) confirman la presencia de nanopartículas tetragonales con 

un tamaño cercano a 85 ± 25 nm (Figura 2.51), que son un poco más grandes 

que las obtenidas mediante la reacción a reflujo (60 ± 20 nm). Sin embargo, 

las medidas del tamaño de partícula realizadas mediante DLS tras una hora 

de reacción muestran agregados monodispersos de ZnBDP_OH en 

isopropanol de 775 ± 85 nm (PDI = 0.3) y agregados polidispersos de 290 ± 
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25 nm (PDI = 0.6) utilizando Zn(AcO)2 y Zn(2,4-pentanodionato)2 como 

precursores, respectivamente. Estos datos difieren de los obtenidos mediante 

la síntesis de ZnBDP_OH en DMF a reflujo, gracias a la que siempre se 

obtienen tamaños de partícula menores a 160 nm. Estos resultados indican la 

idoneidad y sencillez de la síntesis de nanomateriales de tipo ZnBDP_X en 

DMF a reflujo.  

 
Figura 2.50. Difractogramas de RX en polvo del material ZnBDP_OH obtenido mediante 

diferentes rutas sintéticas: i) síntesis asistida por microondas utilizando isopropanol como 

disolvente y el precursor Zn(AcO)2 (verde), ii) síntesis asistida por microondas utilizando 

isopropanol como disolvente y el precursor Zn(2,4-pentanodionato)2 (negro), y iii) síntesis a 

reflujo utilizando DMF como disolvente y el precursor Zn(AcO)2 (naranja). 

 

 
Figure 2.51. Imagen tomada mediante SEM del material ZnBDP_OH obtenido mediante la 

síntesis asistida por microondas utilizando Zn(2,4-pentanodionato)2 como precursor a 373 K 

durante 1 hora a 600 W. El tamaño medio de las nanopartículas es de 85 ± 25 nm. 

 

Por otro lado, la aglomeración y/o variación de la carga superficial de las 

nanopartículas, puede causar daños en la internalización o adhesión celular e 

inducir procesos citotóxicos.1 En este contexto, resulta imprescindible el 

estudio de la estabilidad coloidal de estos nanoMOFs en diferentes medios 
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con el fin de utilizarlos en futuras aplicaciones biomédicas. Debe destacarse 

que los componentes inorgánicos u orgánicos presentes en la superficie 

externa de las nanopartículas, cuyo ratio depende de la naturaleza del medio 

(disolvente, pH, presencia de electrolitos o macromoléculas, etc.) con el que 

pueden interaccionar directamente, controlan la dispersión y estabilidad de las 

mismas. En este apartado, como ejemplo, se ha estudiado la estabilidad 

coloidal de las nanopartículas desolvatadas del material ZnBDP_OH en 

diferentes disolventes y en presencia de electrolitos específicos y/o 

macromoléculas característicos de fluidos fisiológicos con el fin de 

comprender la naturaleza de las interacciones entre las nanopartículas y los 

medios en las que se encuentran, así como las propiedades de su superficie 

externa. Con ese propósito, en primer lugar se suspendieron nanopartículas 

de ZnBDP_OH en diferentes medios: agua MilliQ, una disolución de NaCl (1 

mM), etanol y DMF. Posteriormente, las suspensiones se sonicaron en 

diferentes condiciones (amplitud y tiempo de sonicación) y mediante medidas 

de DLS se monitorizó el tamaño de partícula y se midió su carga superficial 

(potencial !) (Tabla 2.3). Los resultados muestran que las nanopartículas de 

ZnBDP_OH pueden dispersarse fácilmente en todos los medios probados, 

obteniéndose tamaños de partícula menores (# 100 nm) o similares (# 140 

nm) a los tamaños obtenidos durante la reacción de síntesis en DMF a reflujo. 

En agua MilliQ, NaCl (1 mM) y DMF se obtuvieron agregados con tamaños 

cercanos a 100 nm y valores de polidispersión entre 0.3 (NaCl (1 mM)) y 0.5 

(DMF), utilizando un 10% de amplitud en la sonicación durante 1 minuto (en 

agua MilliQ y NaCl (1 mM)) ó 0.5 minutos (en DMF). Tiempos de sonicación 

cortos (0.5 minutos) en agua MilliQ y NaCl (1 mM) dan lugar a tamaños de 

partícula similares pero con valores de polidispersión mayores (> 0.5). Sin 

embargo, tiempos de sonicación largos (1 minuto) en DMF dan lugar a 

agregados más grandes (170 nm) así como a valores de polidispersión 

mayores (0.7). En EtOH, se obtuvieron agregados con tamaños cercanos a 

140 nm y valores de polidispersión mayores (0.7), utilizando un 20% de 

amplitud en la sonicación durante 1 minuto. En este caso, amplitudes y/o 

tiempos menores dieron lugar a partículas mayores monodispersas, con 

tamaños entre 210 nm (10%, 0.5 minutos) y 760 nm (20%, 0.5 minutos). Hay 

que destacar que, en todos los casos, las nanopartículas de ZnBDP_OH 
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presentan una carga superficial negativa (potencial !), con valores entre - 22 y 

- 18 mV. Estos resultados ponen de manifiesto que la superficie externa de 

las nanopartículas debe estar formada por grupos hidroxo y residuos fenolato 

desprotonados. Finalmente, tras la caracterización coloidal de estas 

suspensiones, las muestras de ZnBDP_OH se recuperaron por filtración y se 

comprobó su cristalinidad mediante difracción de RX en polvo. Los datos 

obtenidos demuestran que la cristalinidad del compuesto ZnBDP_OH no se 

ve afectada tras el tratamiento en agua MilliQ, EtOH y DMF a tiempos cortos y 

utilizando una amplitud de sonicación baja. Sin embargo, la exposición de 

ZnBDP_OH a la solución acuosa de NaCl (1mM), conlleva la pérdida parcial 

de la cristalinidad de la estructura, tal como puede apreciarse en la menor 

intensidad de los picos en el difractograma de RX (Figura 2.52). 

 

Amplitud (%) Tiempo (min) Disolvente Tamaño (nm) PDI  Potencial ! (mV) 

10 0.5 MilliQ 125 ± 20 0.5 - 22 ± 2 

10 1 MilliQ 110 ± 25 0.4 - 22 ± 2 

10 0.5 NaCl (1mM) 77 ± 8 0.6 - 21 ± 3 

10 1 NaCl (1mM) 105 ± 10 0.3 - 21 ± 3 

10 0.5 EtOH 210 ± 25 0.5 - 18 ± 2 

10 1 EtOH 670 ± 80 0.2 - 18 ± 2 

20 0.5 EtOH 760 ± 80 0.4 - 18 ± 2 

20 1 EtOH 140 ± 30 0.7 - 18 ± 2 

10 0.5 DMF 104 ± 8 0.5 a 

10 1 DMF 170 ± 15 0.7 a 

a El valor de potencial ! no se indica puesto que la cubeta de poliestireno no puede utilizarse 

con disolventes orgánicos. 

 
Tabla 2.3. Tamaño de partícula (nm), valor de polidispersión (PDI) y potencial ! (mV) de las 

nanopartículas desolvatadas de ZnBDP_OH dispersadas mediante sonicación en diferentes 

disolventes y condiciones. 
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!
Figura 2.52. Difractogramas de RX en polvo de las nanopartículas de ZnBDP_OH tras los 

estudios de estabilidad en diferentes medios.  

 

Con el fin de investigar en profundidad la estabilidad coloidal de las 

nanopartículas de ZnBDP_OH dispersadas en agua MilliQ (10% de amplitud, 

1 minuto), la evolución del tamaño de las mismas se estudió durante 24 

horas. Debe destacarse que durante todo el estudio no se aprecian cambios 

en el tamaño de las nanopartículas, ni en los valores de polidispersión. De 

hecho, tras 24 horas, se obtienen tamaños de partícula de 110 ± 20 nm (PDI 

= 0.5) (Figura 2.53). Un comportamiento similar se observa para el potencial 

!, que permanece estable en estas condiciones, con un valor promedio de - 

20 ± 1 mV. Estos resultados contrastan con los obtenidos para las 

nanopartículas de MIL-100(Fe), que tienden a agregarse cuando se dispersan 

en agua MilliQ, alcanzando un tamaño de partícula de 1 µm tras 24 horas.17 

Sin embargo, los datos de difracción de RX del material ZnBDP_OH 

suspendido indican una disminución significativa de su cristalinidad tras 6 

horas, y una completa amorfización tras 24 horas, así como una pérdida de 

masa del 38.2% como consecuencia de la degradación de la matriz porosa 

(Figura 2.54). 
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Figura 2.53. Estabilidad coloidal de las nanopartículas de ZnBDP_OH en agua MilliQ en 

función del tiempo. Tanto el tamaño de partícula (izquierda) como los valores de 

polidispersión (PDI, derecha) permanecen constantes durante 24 horas. 

!

!
Figura 2.54. Difractogramas de RX en polvo de ZnBDP_OH tras el tratamiento con agua 

MilliQ durante 24 horas. 

 

Por otro lado, se ha demostrado que el pH puede afectar a la carga 

superficial (potencial !) y, por lo tanto, al tamaño hidrodinámico de las 

nanopartículas que es un factor fundamental para su aplicación como 

sistemas liberadores de fármacos.18 En este contexto, se ha estudiado el 

efecto del pH en el valor de potencial ! y en el tamaño de partícula de la serie 

ZnBDP_X (Figura 2.55). Debe destacarse que dependiendo de la 

funcionalización del ligando orgánico, cada nanoMOF presenta un 

comportamiento diferente a lo largo de la escala de pH. Los resultados 

muestran que los puntos isoeléctricos (donde el valor de potencial ! es igual a 
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cero) de la serie ZnBDP_X se encuentran a valores de pH bajos, como por 

ejemplo 2.67 y 2.14 para ZnBDP_NO2 y ZnBDP_OH, respectivamente 

(Figura 2.55). Por lo tanto, a valores de pH por debajo del punto isoeléctrico, 

las nanopartículas de ZnBDP_X tienen cargas superficiales positivas, con 

valores de potencial ! entre + 8 mV (ZnBDP_NH2) y + 25 mV (ZnBDP_OH), 

que se relacionan con la presencia de cationes zinc hidratados en la 

superficie de las nanopartículas. Por el contrario, a valores de pH por encima 

del punto isoeléctrico las nanopartículas presentan cargas superficiales 

negativas, alcanzando valores de potencial ! de - 40 mV a pH = 12. Este 

hecho, puede relacionarse con la posible formación de residuos 

hidroxozincato en la superficie de las nanopartículas. Para los materiales 

ZnBDP_NH2 y ZnBDP_NO2, se forman agregados mayores a valores de pH 

cercanos al punto isoeléctrico, con tamaños máximos a pH = 3 de 422 ± 100 y 

673 ± 135 nm, respectivamente. Este hecho se debe al bajo valor neto de 

potencial ! en este rango de pH, lo que sugiere que las repulsiones 

electrostáticas no son suficientes para impedir la agregación de las 

nanopartículas. A valores de pH por encima de 4, se obtienen valores netos 

de potencial ! mayores y, por lo tanto, las repulsiones electrostáticas 

aumentan y dominan sobre las fuerzas de van der Waals. Así, la agregación 

de las nanopartículas de ZnBDP_NH2 y ZnBDP_NO2 se suprime y el tamaño 

de las partículas disminuye a valores cercanos a 100 nm (Figura 2.55). Debe 

destacarse que los mejores resultados se obtienen para el derivado 

ZnBDP_OH, ya que no se observa agregación en todo el rango de pH y el 

tamaño de partícula (< 120 nm) se mantiene constante. Estos resultados 

pueden estar relacionados con la naturaleza polar del residuo fenol, que 

permite que se produzcan reacciones de protonación/desprotonación, que 

den lugar a valores netos de potencial ! altos en todo el rango de pH. Por 

tanto, cuanto mayores sean los valores netos de potencial !, mayores serán 

las fuerzas electrostáticas entre partículas lo que conllevará un aumento en la 

estabilidad de las nanopartículas de ZnBDP_OH. Finalmente, se observan 

grandes agregados de ZnBDP en el rango de pH entre 1 y 9, con tamaños de 

partícula de 285 nm (pH = 1) a 485 nm (pH = 9). El mayor tamaño para los 

agregados de ZnBDP se encuentra a pH = 6 con un valor de 860 nm (Figura 

2.55). Una vez más, la baja estabilidad coloidal de este sistema está 
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relacionada con el bajo valor neto de potencial ! (desde - 10 a + 10 mV) en 

este rango de pH. Este fenómeno puede deberse a la falta de residuos 

polares en los ligandos BDP. Hay que destacar que a valores de pH mayores 

(de 10 a 12), aumentan los valores netos de potencial !, y como 

consecuencia, disminuye el tamaño de las nanopartículas (por debajo de 150 

nm). De nuevo, estos resultados están de acuerdo con la formación de 

residuos hidroxozincato en la superficie de las nanopartículas. 

 
Figura 2.55. Tamaño de partícula (verde, derecha) y valores de potencial ! (azul, izquierda) 

de la serie ZnBDP_X en función del pH. 

!
Por otra parte, se estudió mediante difracción de rayos X en polvo la 

estabilidad de las nanopartículas de ZnBDP_X a diferentes pHs (Figura 2.56). 

Los resultados demuestran que la degradación de la matriz porosa se 

produce en condiciones muy ácidas (pH 1.2, condiciones gástricas) o 

condiciones básicas (pH > 10) (Figura 2.56). De acuerdo con el diagrama de 

Pourbaix,19 podemos concluir que a pH < 7.5 se forman especies solubles de 

Zn(II), mientras que a pH > 8 se forman hidroxo especies. 

!"

#!!"

$!!"

%!!"

&!!"

'!!"

(!!"

)!!"

*!!"

+!!"

#!!!"

,(!"

,'!"

,&!"

,%!"

,$!"

,#!"

!"

#!"

$!"

%!"

!" #" $" %" &" '" (" )" *" +" #!" ##" #$" #%"

!"
#
"$

%&
'(
#
)&

*%
+,
(-
."
/&0
&'#

1)
&

23&

4(56*&

!"

#!!"

$!!"

%!!"

&!!"

'!!"

(!!"

)!!"

*!!"

+!!"

#!!!"

,(!"

,'!"

,&!"

,%!"

,$!"

,#!"

!"

#!"

$!"

%!"

!" #" $" %" &" '" (" )" *" +" #!" ##" #$" #%"

!"
#
"$

%&
'(
#
)&

*%
+,
(-
."
/&0
&'#

1)
&

23&

4(56*789:&

!"

#!!"

$!!"

%!!"

&!!"

'!!"

(!!"

)!!"

*!!"

+!!"

#!!!"

,(!"

,'!"

,&!"

,%!"

,$!"

,#!"

!"

#!"

$!"

%!"

!" #" $" %" &" '" (" )" *" +" #!" ##" #$" #%"

!"
#
"$

%&
'(
#
)&

*%
+,
(-
."
/&0
&'#

1)
&

23&

4(56*783:&

!"

#!!"

$!!"

%!!"

&!!"

'!!"

(!!"

)!!"

*!!"

+!!"

#!!!"

,(!"

,'!"

,&!"

,%!"

,$!"

,#!"

!"

#!"

$!"

%!"

!" #" $" %" &" '" (" )" *" +" #!" ##" #$" #%"
!"
#
"$

%&
'(
#
)&

*%
+,
(-
."
/&0
&'#

1)
&

23&

4(56*793&



Capítulo 2 
!

!198 

 
Figura 2.56. Difractogramas de RX en polvo de la serie ZnBDP_X tras su tratamiento en 

agua MilliQ a diferentes pHs.  

 

Para completar el estudio, se investigó el efecto de medios fisiológicos 

más complejos con especies potencialmente desestabilizantes (como por 

ejemplo iones, proteínas, etc.) en la estabilidad coloidal de las nanopartículas 

de ZnBDP_OH. Asimismo, se analizó el papel de electrolitos en 

concentraciones altas, como por ejemplo NaCl (que presenta una 

concentración de 138 mM en el suero fisiológico), y de otros electrolitos 

minoritarios, como el PO4
3-, que, a concentraciones bajas, son capaces de 

coordinarse a los centros metálicos que actúan como ácidos de Lewis, e 

incluso pueden desplazar a los ligandos coordinados al metal dando lugar a la 

degradación de las nanopartículas. Otros componentes mayoritarios del suero 

fisiológico son las proteínas, que juegan un papel fundamental en la 

estabilidad coloidal de estos sistemas en condiciones intravenosas. 20 , 21 

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se llevo a cabo el estudio del efecto de 

los iones fosfato, así como de la albúmina (la proteína plasmática más 

abundante en mamíferos) en la estabilidad coloidal de las nanopartículas de 

ZnBDP_OH en condiciones intravenosas. En primer lugar, se estudió la 
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estabilidad de las nanopartículas en tampón fosfato salino (Phosphate 

Buffered Saline, PBS) (138 mM NaCl, 2.74 mM KCl y 10.0 mM 

Na2HPO4/NaH2PO4, pH = 7.4), en presencia o ausencia de albúmina de suero 

bovino (Bovine Serum Albumin, BSA) (0.54% y 5.4% p/v de BSA) a 310 K 

durante 10 minutos y 24 horas. Hay que destacar que, con el fin de evaluar el 

impacto de la albúmina en la estabilidad coloidal, uno de los medios se 

preparó con una concentración de albúmina más alta que la concentración 

fisiológica normal en humanos (que está entre 3.5 – 5% p/v). Los resultados 

muestran que el tamaño de las nanopartículas se mantiene constante a 

tiempos cortos (10 minutos, Figura 2.57), evolucionando desde 120 nm en 

PBS+BSA a 200 nm en PBS. El mayor tamaño de partícula obtenido en PBS 

en comparación con el tamaño en agua MilliQ (110 nm, Tabla 2.4) está 

relacionado con el grado de agregación de las nanopartículas, como 

consecuencia de la disminución del valor neto del potencial ! desde - 22 mV 

(en agua MilliQ) hasta - 8 mV en PBS. Según la teoría clásica de Derjaguin-

Landau-Verwey-Overbeek (DLVO), este comportamiento se debe a la 

cancelación del potencial electrostático repulsivo entre partículas cercanas 

como consecuencia de la presencia de electrolitos en el medio.22 Por otra 

parte, el menor tamaño de las nanopartículas en PBS+BSA en comparación 

con PBS podría explicarse teniendo en cuenta la deposición de la proteína en 

la superficie externa de las nanopartículas de ZnBDP_OH. De hecho, el 

potencial ! negativo puede atribuirse a la formación de la corona proteica 

alrededor de las partículas ya que la albúmina presenta carga negativa a pH 

7.4 (punto isoeléctrico = 4.7). 23  Sin embargo, tanto en PBS como en 

PBS+BSA, los valores del potencial ! para las nanopartículas de ZnBDP_OH 
son  similares (# - 9 mV, Tabla 2.4) lo que no explica a simple vista las 

diferencias en la estabilidad coloidal de este sistema en ambos medios 

fisiológicos. Finalmente, debe destacarse que la albúmina es demasiado 

voluminosa para ser adsorbida en las cavidades del MOF, ya que presenta 

una forma elipsoidal de dimensiones 4 x 14 nm (semieje menor y mayor, 

respectivamente). 24  Por tanto, si comparamos el tamaño de las 

nanopartículas en PBS+BSA y en agua MilliQ (110 nm), se observa un 

incremento de tamaño de aproximadamente 10 - 20 nm en las primeras, lo 
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que de nuevo confirmaría la deposición de la albúmina sobre la superficie de 

las nanopartículas.  

 
Figura 2.57. Cinética de agregación de las nanopartículas de ZnBDP_OH a corto plazo (10 

min) (izquierda) y durante un período largo (24 h) (derecha) a 310 K en PBS, PBS+BSA 

0.54% p/v y PBS+BSA 5.4% p/v. Con el fin de facilitar su compresión, se han omitido las 

barras de error que presenta cada punto. Se pueden encontrar las gráficas completas en el 

Anexo A. 

 
Medio Tamaño* Potencial !* Tamaño# Potencial !# 

Agua MilliQ 110 ± 25 - 22 ± 2 110 ± 25 - 18 ± 1 

NaCl (1mM) 105 ± 10 - 21 ± 3 - - 

PBS 200 ± 25 - 8 ± 2 400 ± 130 - 14 ± 3 

PBS+BSA 0.54 % 120 ± 40 - 10 ± 2 195 ± 60 - 13 ± 3 

PBS+BSA 5.4 % 130 ± 30 - 9 ± 3 175 ± 70 - 12 ± 1 

SIF 90 ± 15 - 15 ± 3 130 ± 50 - 14 ± 3 

lis-SIF 115 ± 1 - 18 ± 2 105 ± 10 - 31 ± 2 

lis-SIF+pancreatina 0.1 % 160 ± 5 - 13 ± 3 350 ± 70 - 15 ± 3 

lis-SIF+pancreatina 1 % 510 ± 30 - 9 ± 2 >>1000 - 11 ± 1 

lis-SIF+mucina 0.05 % 410 ± 70 - 16 ± 3 80 ± 40 - 10 ± 1 

* Valores correspondientes a las medidas a los 30 segundos tras la adición del medio doblemente 
concentrado a la suspensión de nanopartículas en agua MilliQ previamente dispersadas (para más 
detalles véase el Anexo A). 

# Valores tras 24 horas. 
!
Tabla 2.4. Tamaño de partícula (nm) y potencial ! (mV) de las nanopartículas de ZnBDP_OH 

en diferentes medios biológicos simulados a 310 K.  
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Para poder realizar experimentos in vivo adecuados se requiere la 

evaluación de la estabilidad estructural y coloidal de las nanopartículas 

durante tiempos más largos. Por este motivo, también se estudió la 

estabilidad coloidal del ZnBDP_OH en PBS y PBS+BSA durante 24 horas 

(Figura 2.57) y se comparó con el mismo estudio en agua MilliQ. Hay que 

destacar que aunque hay una clara agregación de las nanopartículas en PBS, 

con un tamaño final de 400 ± 130 nm, la adición de albúmina (PBS+BSA 

0.54% p/v y 5.4% p/v) da lugar a la estabilización de las nanopartículas 

durante períodos más largos, observándose partículas de 195 ± 60 nm 

(PBS+BSA 0.54% p/v) y 175 ± 70 nm (PBS+BSA 5.4% p/v) tras 24 horas 

(Tabla 2.4). La menor estabilidad coloidal que presenta el ZnBDP_OH en 

PBS en comparación con agua MilliQ podría estar relacionada con la 

evolución del potencial ! tras 24 horas, ya que el valor neto de potencial ! es 

menor en PBS (- 14 ± 3 mV) que en agua MilliQ (- 18 ± 1 mV) (Tabla 2.4, 

Figura 2.58). Sin embargo, debe destacarse que a pesar de la clara reducción 

en el valor neto del potencial ! (hasta # -13 mV) cuando se incuban las 

nanopartículas en PBS+BSA (Tabla 2.4), estos sistemas poseen una buena 

estabilidad coloidal en este último medio (Figura 2.57). Tal y como 

demostraron Horcajada y sus colaboradores,17 la formación de la corona de 

proteínas alrededor de la superficie de las nanopartículas del MOF mejora la 

estabilidad coloidal de la suspensión, impidiendo la atracción entre las 

partículas mediante la introducción de un impedimento estérico. Teniendo en 

cuenta que la albúmina es la proteína más importante presente en el plasma 

y, consecuentemente, sería el mayor componente de la corona proteica justo 

después de la administración intravenosa de nanopartículas, 25 , 26  estos 

resultados sugieren que la formación de la corona proteica tras la 

administración intravenosa del MOF aseguraría la estabilidad coloidal de las 

nanopartículas en el suero. 
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Figura 2.58. Evolución del potencial ! de las nanopartículas de ZnBDP_OH durante 24 h en 

PBS y PBS+BSA 5.4% p/v. 

 

Por otro lado, se estudió mediante difracción de RX en polvo la 

cristalinidad del MOF tras el tratamiento en los anteriores medios (PBS, 

PBS+BSA 0.54% y 5.4% p/v) durante 24 horas (Figura 2.59). Los resultados 

indican que la estructura cristalina se mantiene en PBS+BSA aunque, tras 

24h de incubación, la cristalinidad del ZnBDP_OH disminuye, debido a la 

degradación parcial de la estructura en las condiciones ensayadas. De hecho, 

aunque la cristalinidad del compuesto ZnBDP_OH permanezca prácticamente 

inalterada tras 6 horas de incubación en PBS, tiempos mayores dan lugar a 

una amorfización significativa del material, así como a una pérdida de masa 

del 14.5%, como consecuencia de la degradación de la matriz porosa. Por 

otro lado, después de la incubación del ZnBDP_OH en PBS+BSA 0.54% p/v 

se obtienen difractogramas con picos más intensos y estrechos en 

comparación con los obtenidos en PBS. Esto último sugiere que se produce 

una menor degradación de la matriz porosa en este medio fisiológico gracias 

a la formación de una corona proteica alrededor de las nanopartículas, 

previniendo su degradación frente a las sales presentes en el PBS. Este 

comportamiento también se ha observado cuando nanopartículas de MIL-
100(Fe) se suspenden en PBS+BSA.17 
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Figura 2.59. Evolución de los difractogramas de RX en polvo del ZnBDP_OH durante 24 

horas en condiciones intravenosas.  

 

Por otro lado, aunque la administración parenteral de medicamentos 

proporciona una acción inmediata, se prefiere la administración oral ya que es 

menos invasiva. En este contexto, se decidió estudiar la estabilidad coloidal 

de las suspensiones de ZnBDP_OH en condiciones que simulan a las del 

tracto digestivo. Para realizar este estudio, se llevaron acabo experimentos a 

corto (10 minutos) y largo plazo (24 horas) en dos medios diferentes: i) medio 

intestinal simulado preparado a diferentes concentraciones (abreviado como 

SIF, Simulated Intestinal Fluid, 50.0 mM KH2PO4 y 15.4 mM NaOH a pH 6.8, 

310 K), y ii) SIF de baja fuerza iónica (SIF diluido 1/25, abreviado como lis-

SIF, low-ionic-strength) suplementado con pancreatina (0.1% p/v y 1% p/v). 

Mediante el uso de fluido intestinal diluido (lis-SIF) se pretende evitar la 

posible desestabilización del sistema causada por las sales presentes en el 

medio, ya que se trata de un medio con una concentración de electrolitos baja 

que permite diferenciar y estudiar el efecto de la pancreatina en la estabilidad 

coloidal de la suspensión. Finalmente, se analizó la potencial interacción del 

ZnBDP_OH con la mucosa intestinal en una suspensión de mucina (0.5% p/v) 
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en lis-SIF. Debe destacarse que la estabilidad coloidal de ZnBDP_OH en 

condiciones gástricas (pH = 1.2, 310 K) tras 24 horas no ha podido estudiarse 

ya que, de acuerdo con los datos de difracción de RX, este compuesto se 

degrada rápidamente en medio muy ácido. De hecho, tras 24 horas en HCl 

(pH = 1.2) se produce una pérdida de masa del 85.1% como consecuencia de 

la degradación de la matriz porosa. Sin embargo, para una hipotética 

administración biológica, la inestabilidad de las nanopartículas de ZnBDP_OH 

en condiciones ácidas puede superarse utilizando una cobertura protectora 

que previniera su degradación hasta que se alcanzara el tracto intestinal. 

 
Figura 2.60. Cinética de agregación de las nanopartículas de ZnBDP_OH a tiempos cortos 

(10 min, izquierda) y durante un período largo (24 h, derecha) a 310 K en SIF , lis-SIF (SIF 

diluido 1/25) , lis-SIF+pancreatina 0.1% p/v, lis-SIF+pancreatina 1.0% p/v y lis-SIF+mucina 

0.05% p/v. Con el fin de facilitar su compresión se han omitido las barras de error que 

presenta cada punto. Se puede encontrar la gráfica completa en el Anexo A. 

  

Los datos de estabilidad coloidal muestran que en fluido intestinal 

simulado (tanto concentrado como diluido y sin enzimas o mucina), las 

nanopartículas de ZnBDP_OH presentan un comportamiento similar al 

observado en agua MilliQ (Figura 2.60). De hecho, se observan agregados 

polidispersos (PDI # 0.6) de # 100 nm que sufren ligeros cambios en el 

tamaño medio (# 20 nm) durante las 24 horas que dura el experimento. Este 

comportamiento contrasta con la baja estabilidad coloidal del ZnBDP_OH en 

PBS, donde se forman agregados mayores de 400 ± 130 nm tras 24 horas de 

incubación. La gran estabilidad del nanoMOF en SIF puede atribuirse a la 

menor concentración de sales que presenta el medio en comparación con 

PBS. En el caso de lis-SIF, la gran estabilidad coloidal puede también 

relacionarse con la evolución de la carga superficial neta que presentan las 
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nanopartículas. Tras 24 horas en lis-SIF, se obtiene un valor de potencial ! de 

- 31 ± 2 mV, mayor que el obtenido en PBS donde se observa una clara 

disminución del valor del potencial ! (- 14 ± 3 mV) (Tabla 2.4, Figura 2.61). 

 
Figura 2.61. Evolución del valor del potencial ! de las nanopartículas de ZnBDP_OH durante 

24 horas en diferentes medios fisiológicos: SIF, lis-SIF (SIF diluido  1/25), lis-SIF+pancreatina 

0.1% p/v, lis-SIF+pancreatina 1.0% p/v y lis-SIF+mucina 0.05% p/v. 

 

Con el fin de estudiar en profundidad la interacción de las nanopartículas 

de ZnBDP_OH con las enzimas secretadas por el páncreas en el tracto 

intestinal, se ha estudiado la estabilidad coloidal del ZnBDP_OH en lis-SIF 

suplementado con pancreatina (0.1% p/v y 1% p/v) durante períodos cortos 

(10 minutos) y largos (24 horas) (Tabla 2.4 y Figura 2.60). En este caso, 

durante el experimento llevado a cabo hasta los 10 minutos, se observó un 

comportamiento diferente dependiendo de la concentración de la enzima. 

Mientras que en lis-SIF+pancreatina 0.1% p/v, no se observó una gran 

agregación de las nanopartículas (con un tamaño de 160 ± 5 nm), en lis-

SIF+pancreatina 1% p/v, la agregación es significativa en los primeros 30 

segundos (con un tamaño de 510 ± 30 nm), dando lugar a agregados 

mayores de 600 nm a los 10 minutos. Hay que destacar que la reducción de 

la carga superficial de las nanopartículas debido a la presencia de 

concentraciones bajas de pancreatina desde - 18 ± 2 mV (en lis-SIF) a - 13 ± 

3 mV (en lis-SIF+pancreatina 0.1% p/v), así como el aumento del tamaño de 

partícula (# 50 nm), indican la formación inicial de una cobertura enzimática 

alrededor de las nanopartículas de ZnBDP_OH (Tabla 2.4, Figura 2.61). Sin 

embargo, en las disoluciones de pancreatina al 1% en p/v se observa un 

comportamiento diferente que pueden atribuirse a la combinación de dos 
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efectos: i) la alta viscosidad de la solución de pancreatina al 1% en p/v, y ii) la 

reducción de las fuerzas inducidas por la corona proteica. 27  La baja 

estabilidad coloidal de las nanopartículas a tiempos cortos concuerda con la 

importante reducción del valor neto del potencial ! desde - 18 ± 2 mV (en lis-

SIF) a - 9 ± 2 mV (en lis-SIF+pancreatina 1% p/v). Además, 

independientemente de la concentración de pancreatina, se produce un 

incremento importante en el tamaño de partícula tras 24 horas. Hay que 

destacar que en el medio donde la pancreatina no se encuentra diluida (lis-

SIF+pancretina 1% p/v), el tamaño de partícula alcanza valores mayores a 

800 nm en sólo 2 horas (>> 1 µm tras 24 horas), mientras que en medio 

diluido (lis-SIF+pancreatina 0.1% p/v) se alcanza un tamaño de partícula de # 

350 nm tras 24 horas (Tabla 2.4). Como en el caso de los estudios a corto 

plazo, medios con mayor concentración de pancreatina dan lugar a agregados 

mayores. Estos resultados están de acuerdo con la disminución observada 

del valor neto del potencial ! tras 24 horas de suspensión, desde - 31 ± 2 mV 

(lis-SIF) hasta - 15 ± 3 mV (lis-SIF+pancreatina 0.1%) y - 11 ± 1 mV (lis-

SIF+pancreatina 1%) (Tabla 2.4, Figura 2.61). 

 

Finalmente, se estudió la interacción entre el ZnBDP_OH y la mucosa 

intestinal mediante la suspensión de las nanopartículas de ZnBDP_OH en lis-

SIF suplementado con mucina al 0.05% p/v (Tabla 2.4, Figura 2.60). En este 

caso, se produce una importante agregación del sistema a tiempos cortos (10 

min), observándose partículas de 300 - 400 nm. Sin embargo, se consigue 

una estabilidad coloidal adecuada tras la incubación de las nanopartículas en 

este medio durante 24 horas, con un importante descenso del tamaño de 

partícula (80 ± 45 nm). De hecho, el tamaño de estas partículas puede 

considerarse similar al obtenido en lis-SIF (105 ± 10 nm). Este 

comportamiento puede explicarse teniendo en cuenta que la baja 

concentración de mucina en el medio impide la formación de una corona 

proteica alrededor de las nanopartículas. Sin embargo, al igual que ocurría en 

el medio suplementado con pancreatina, el valor neto del potencial ! tras 24 

horas de suspensión en lis-SIF+mucina disminuye desde - 16 ± 3 mV hasta - 

10 ± 1 mV, por lo que se puede afirmar que existe una cierta interacción entre 

la mucina y las nanopartículas de ZnBDP_OH (Tabla 2.4, Figura 2.61). 
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Debe destacarse que, a excepción de algunas enfermedades (como por 

ejemplo el cáncer),28 el contenido de mucina en la mucosa gastrointestinal se 

encuentra entre el 2 y el 5% en peso, a pesar de las diferencias significativas 

en la glicosilación. Sin embargo, en nuestros estudios se han utilizado 

concentraciones de mucina mucho menores. Esto se debe a que el empleo de 

concentraciones superiores de mucina provoca una considerable agregación 

de las nanopartículas de ZnBDP_OH. Por ejemplo, el uso de medios con una 

concentración de mucina del 0.5% p/v da lugar a un rápido incremento en el 

tamaño de partícula (> 1 µm, en menos de un minuto) (Figura 2.62). Este 

resultado demuestra que las nanopartículas de ZnBDP_OH son capaces de 

interaccionar fuertemente con concentraciones de mucina mayores a 0.05% 

p/v, lo que sugiere un cierto grado de bioadhesión de las nanopartículas que 

puede promover su inserción en la mucosa intestinal tras la administración 

oral. 

 
Figura 2.62. Evolución del tamaño (nm) de las nanopartículas de ZnBDP_OH durante 12 

minutos cuando se incuban en lis-SIF enriquecido con mucina al 0.5% p/v. 

 

Por otro lado, mediante difracción de RX en polvo se estudió la 

cristalinidad del ZnBDP_OH tras someterlo a condiciones intestinales (lis-SIF, 

lis-SIF+pancreatina 1% p/v y lis-SIF+mucina 0.5% p/v) durante 24 horas 

(Figura 2.63). Aunque ésta no se ve afectada significativamente, los 

resultados muestran que el compuesto ZnBDP_OH sufre una pequeña 

perdida de cristalinidad en todos los medios tras 24 horas de incubación. Este 

hecho puede atribuirse a la degradación parcial de la matriz porosa en estas 
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condiciones, puesto que tras suspender la matriz porosa activada en SIF 

durante 24 horas se produce una pérdida de masa del 29.4%. Hay que 

destacar que tras 24 horas de suspensión en lis-SIF, se produce una 

amorfización mayor que la observada en lis-SIF suplementado con 

pancreatina o mucina. Este hecho confirma la formación de una corona 

proteica en la superficie de las nanopartículas (en lis-SIF+pancreatina) o de 

cierta interacción entre las éstas y la proteína (en lis-SIF+mucina), de forma 

que las nanopartículas se estabilizan frente a la degradación en presencia de 

sales. Este hecho también se ha observado para las nanopartículas de MIL-
100(Fe) bajo las mismas condiciones digestivas simuladas.17  

 
Figura 2.63. Evolución de los difractogramas de RX en polvo del ZnBDP_OH tras 24 horas 

en condiciones fisiológicas intestinales simuladas. 

 

En definitiva, las nanopartículas de ZnBDP_OH presentan una peor 

estabilidad coloidal en condiciones fisiológicas intestinales simuladas que en 

condiciones intravenosas.  
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2.4.2 Aplicación en la incorporación de los fármacos RAPTA-C y 
mitoxantrona 
 

Con el objetivo de evaluar la aplicación de la serie ZnBDP_X (H2BDP = 

1,4-bis(1H-pirazol-4-il)benceno, X = H, NO2, NH2 y OH) en la encapsulación y 

liberación de RAPTA-C y mitoxantrona, en primer lugar se estudió la 

citotoxicidad del ligando H2BDP_X en la línea celular de macrófagos murinos 

(J774) mediante un ensayo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-(2,5-

difenilterazolio) (para más detalles experimentales véase Anexo A). Las 

pruebas de citotoxicidad confirmaron que se trata de ligandos tóxicos, puesto 

que se obtuvieron valores de viabilidad celular bajos (< 24%) al incubar a los 

macrófagos con una concentración de ligandos de 20 ug/mL durante 24 

horas. Estos resultados contrastan con la baja citotoxicidad del ligando 

benceno-1,3,5-tricarboxilato del compuesto MIL-100(Fe) que presenta un 

valor de IC50 de 0.7 mg/mL. Sin embargo, la citotoxicidad del ligando depende 

de su tasa de liberación al medio, que está determinada por el grado de 

estabilidad de la red porosa ZnBDP_X. Por este motivo, sería interesante 

ampliar estos estudios con el fin de evaluar la citotoxicidad de las matrices 

porosas.  

 

Posteriormente, se estudió la estabilidad química de la red porosa 

activada al suspenderla en MeOH con el fin de determinar si es posible usar 

dicho disolvente para la encapsulación de los fármacos por impregnación. Los 

datos de difracción de RX en polvo demuestran que la red permanece 

inalterada al suspenderse en MeOH durante 4 horas (Figura 2.64). Tras esta 

prueba inicial, se procedió al estudio de la encapsulación de los fármacos 

RAPTA-C y mitoxantrona en ZnBDP_X suspendiendo estos materiales, 

previamente activados, en disoluciones saturadas al 80% durante 4 horas 

(para más detalles experimentales véase Anexo A). Finalmente, las 

suspensiones se filtraron y los sólidos obtenidos se lavaron y analizaron para 

determinar la presencia o ausencia de los fármacos en los diferentes MOFs. 

Los resultados obtenidos mediante análisis elemental, UV-vis y reflectancia 

total atenuada (Attenuated Total Reflectance, ATR) demuestran que el 

metalofármaco RAPTA-C se incorpora a todas las matrices porosas 
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ZnBDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH) obteniéndose diferentes grados de carga 

(Tabla 2.5). Hay que destacar que la capacidad de adsorción de RAPTA-C en 

la serie ZnBDP_X sigue la misma tendencia que las superficies de BET de las 

matrices activadas: [ZnBDP]>[ZnBDP_NO2]>[ZnBDP_NH2]>[ZnBDP_OH]. 

Por lo que podemos afirmar que la capacidad de adsorción de RAPTA-C en 

ZnBDP_X depende en gran medida del área superficial de la matriz. Sin 

embargo, en el caso del fármaco comercial mitoxantrona, sólo se obtuvieron 

buenos resultados para los derivados ZnBDP_X (X = H y NH2). En este 

sentido, una posible explicación podría estar relacionada con la presencia de 

grupos polares en los ligandos BDP_X (X = NO2 y OH) que pueden dar lugar 

a procesos de repulsión, mientras que los ligandos BDP_X (X = H y NH2) 

pueden formar puentes de hidrógeno con la mitoxantrona (Tabla 2.5).  

 
Figura 2.64. Difractogramas de RX en polvo que muestran la estabilidad de la matriz porosa 

ZnBDP (violeta) al suspenderla en MeOH (azul) durante 24 horas. 

 

 

Tabla 2.5. Resultados de la incorporación de los fármacos RAPTA-C y mitoxantrona en la 

serie ZnBDP_X (mmol fármaco/mmol ZnBDP_X). 

 

La incorporación de los fármacos en las cavidades de la serie de 

nanoMOFs ZnBDP_X se pone de manifiesto por: i) la drástica disminución en 

la capacidad de adsorción de N2 a 77 K, donde la superficie de BET 

disminuye desde 2450 m2 g-1 (ZnBDP) hasta 95 m2 g-1 (ZnBDP@RAPTA-C) y 

40 m2 g-1 (ZnBDP@Mitoxantrona), desde 2278 m2 g-1 (ZnBDP_NO2) hasta 

5 10 15 20 25 30 35 
2! (º) 

 ZnBDP ZnBDP_NO2 ZnBDP_NH2 ZnBDP_OH 

RAPTA-C 0.55 0.22 0.11 0.15 

Mitoxantrona 0.50 - 0.20 - 
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28 m2 g-1 (ZnBDP_NO2@RAPTA-C), desde 1418 m2 g-1 (ZnBDP_NH2) hasta 

143 m2 g-1 (ZnBDP_NH2@RAPTA-C) y 60 m2 g-1 

(ZnBDP_NH2@Mitoxantrona), y desde 1021 m2 g-1 (ZnBDP_OH) hasta 216 

m2 g-1 (ZnBDP_OH@RAPTA-C) (Figura 2.65); ii) la presencia de algunos 

picos característicos del RAPTA-C o de la mitoxantrona en los espectros de 

IR de los nanoMOFs cargados (Figura 2.66); iii) la menor estabilidad térmica 

de las matrices porosas cargadas en comparación con los nanoMOFs 

originales (Figura 2.67).  

 
Figura 2.65. Isotermas de adsorción de N2 a 77 K para los compuestos ZnBDP, 

ZnBDP@RAPTA-C, ZnBDP@Mitoxantrona, ZnBDP_NH2, ZnBDP_NH2@RAPTA-C, 

ZnBDP_NH2@Mitoxantrona, ZnBDP_NO2, ZnBDP_NO2@RAPTA-C, ZnBDP_OH y 

ZnBDP_OH@RAPTA-C. La desorción se denota con símbolos vacíos.  
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Figura 2.66. Espectros de IR de las especies ZnBDP, ZnBDP@RAPTA-C, 

ZnBDP@Mitoxantrona, ZnBDP_NH2, ZnBDP_NH2@RAPTA-C, 

ZnBDP_NH2@Mitoxantrona, ZnBDP_NO2, ZnBDP_NO2@RAPTA-C, ZnBDP_OH, 

ZnBDP_OH@RAPTA-C, mitoxantrona y RAPTA-C. 
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Figura 2.67. Curvas de análisis termogravimétrico de los compuestos ZnBDP, 

ZnBDP@RAPTA-C, ZnBDP@Mitoxantrona, ZnBDP_NH2, ZnBDP_NH2@RAPTA-C, 

ZnBDP_NH2@Mitoxantrona, ZnBDP_NO2, ZnBDP_NO2@RAPTA-C, ZnBDP_OH, 

ZnBDP_OH@RAPTA-C, mitoxantrona y RAPTA-C. 

 

Por otro lado, también se estudió la integridad estructural de la serie 

ZnBDP_X tras la incorporación de los fármacos mediante difracción de RX en 

polvo. Los resultados demuestran que los patrones de difracción de los MOFs 

cargados varían sustancialmente en comparación con los difractogramas de 

los MOFs originales (Figura 2.68). Hay que destacar que la posición de 

algunos de los picos de los difractogramas de los MOFs cargados 

(ZnBDP_X@RAPTA-C@Mitoxantrona) coinciden con los picos de los MOFs 
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que contienen moléculas de DMF en sus poros ZnBDP_X@DMF (sin activar). 

Estos resultados confirman el comportamiento flexible de la red, que es capaz 

de expandir o contraer los poros, lo que conlleva modificaciones en los 

patrones de difracción.29 Propiedades similares en cuanto a versatilidad y 

flexibilidad han sido descritas, recientemente, para la estructura CoBDP en 

procesos de incorporación y liberación de moléculas de disolvente,15,30 así 

como para la red porosa MIL-53 en la adsorción y liberación de ibuprofeno.31 

 
Figura 2.68. Difractogramas de RX en polvo para los compuestos ZnBDP@DMF, ZnBDP, 

ZnBDP@RAPTA-C, ZnBDP@Mitoxantrona, ZnBDP_NH2@DMF, ZnBDP_NH2, 

ZnBDP_NH2@RAPTA-C, ZnBDP_NH2@Mitoxantrona, ZnBDP_NO2@DMF, ZnBDP_NO2, 

ZnBDP_NO2@RAPTA-C, ZnBDP_OH@DMF, ZnBDP_OH y ZnBDP_OH@RAPTA-C. 
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por mmol de ZnBDP, y confirma los resultados obtenidos por análisis 

elemental, UV-vis y reflectancia total atenuada. 

 
Figura 2.69. Isoterma de adsorción sólido-líquido del ZnBDP en una disolución acuosa de 

RAPTA-C a 298 K. Los datos obtenidos se ajustan al modelo lineal de Langmuir (gráfica 

insertada).  

 

A continuación, se estudió la encapsulación del fármaco mitoxantrona 

en las matrices porosas ZnBDP_X (X = H y NH2). En primer lugar, se  

molturaron cantidades conocidas de MOF y mitoxantrona utilizando diferentes 

proporciones y, posteriormente, se analizaron los materiales resultantes 

mediante reflectancia difusa (Diffuse Reflectance, DR) (para más detalles 

experimentales véase Anexo A). En el espectro de la mitoxantrona, se 

observan bandas anchas de absorción que podrían estar relacionadas con 

una gran deslocalización de la carga debida al apilamiento de los anillos 

aromáticos del grupo antraceno ($-$ stacking) como resultado de la 

agregación molecular en estado sólido (Figura 2.70). Sin embargo, los 

espectros de las muestras cargadas ZnBDP_X@Mitoxantrona (X = H y NH2) 

muestran un estrechamiento en la banda de absorción (a 400 nm), que indica 

la ausencia de interacciones de apilamiento del grupo antraceno, por lo que 

podemos concluir que las moléculas de mitoxantrona una vez adsorbidas en 

el MOF no se encuentran agregadas.32 Además, los resultados indican que 

molturando mezclas de ZnBDP_X:mitoxantrona en proporción 1:0.5 (para X = 

H) y 1:0.2 (para X = NH2), obtenemos el mismo espectro que para las 

muestras cargadas por impregnación. Sin embargo, la molturación con 

cantidades superiores de mitoxantrona, dan lugar a espectros de DR donde 

0 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1 

1.2 

1.4 

1.6 

1.8 

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 

n 
(m

m
ol

 g
-1

) 

RAPTA-C (M) 

y = 0.4811x + 0.0013 
R! = 0.99642 

0E+00 

2E-03 

4E-03 

6E-03 

0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 

C
/n

 (M
!g

 m
m

ol
-1

) 

RAPTA-C (M) 



Capítulo 2 
!

!216 

las interacciones por apilamiento son evidentes. Este hecho se debe a que se 

ha sobrepasado la capacidad de adsorción de la matriz porosa, por lo que 

habrá tanto mitoxantrona adsorbida como mitoxantrona excedente apilada 

fuera del MOF. Por tanto, se puede concluir que la saturación se alcanza con 

la incorporación de 0.50 mmol de mitoxantrona/mmol de ZnBDP y 0.20 mmol 

de mitoxantrona/mmol de ZnBDP_NH2. Estos resultados confirman los 

resultados obtenidos mediante análisis elemental, UV-vis y reflectancia total 

atenuada. Hay que destacar que es posible encapsular el fármaco 

mitoxantrona en ZnBDP_X (X = H y NH2) por simple molturación.  

 
Figura 2.70. Espectros de reflectancia difusa para los compuestos ZnBDP, 

ZnBDP@Mitoxantrona, ZnBDP_NH2, ZnBDP_NH2@Mitoxantrona y mitoxantrona. 

 

Finalmente, se estudió la capacidad de la serie ZnBDP_X para liberar 

RAPTA-C en fluido corporal simulado (FCS) a 310 K con el propósito de 

considerar su posible aplicación como agente para la liberación controlada de 

este metalofármaco. Para ello, en primer lugar, se determinó la cinética de 

liberación de RAPTA-C midiendo la cantidad de metalodroga liberada a la 

disolución sobrenadante de FCS a diferentes tiempos mediante UV-vis. Los 

resultados obtenidos a volumen constante (40 mL) de FCS muestran que la 

velocidad de liberación de RAPTA-C es diferente para cada una de las 

muestras (Figura 2.71). Además, se puede observar que la liberación de 

RAPTA-C se produce de forma escalonada en dos etapas (menos evidente 

en el caso de ZnBDP@RAPTA-C). En este sentido, una posible explicación 

podría estar relacionada con la flexibilidad y adaptabilidad de la red. Este 

comportamiento también se ha observado en la liberación de ibuprofeno de la 
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matriz porosa MIL-53.31 Por otro lado, los datos de desorción de toda la serie 

durante la primera hora se pueden ajustar a una cinética de primer orden, de 

acuerdo con la ecuación [2.2]. Los ajustes dan como resultado diferentes 

valores de K, que corresponden con diferentes tiempos de vida media (t1/2) de 

liberación del metalofármaco (Tabla 2.6). Finalmente, se determinó la 

cantidad máxima de metalodroga liberada. Así pues, se suspendieron las 

matrices porosas cargadas ZnBDP_X@RAPTA-C (X = H, NO2, NH2 y OH) en 

volúmenes crecientes de FCS bajo agitación durante 1.5 horas a 310 K. De 

esta forma, se determinó que la cantidad de metalofármaco liberada aumenta 

hasta el 45%, 37%, 84% y 84% cuando el volumen de FCS en el que se 

suspenden las matrices ZnBDP_X@RAPTA-C (X = H, NO2, NH2 y OH) 

aumenta hasta 150 mL, lo que corresponde con una disolución final de 

RAPTA-C con una concentración de 0.025 mM, 0.011 mM, 0.015 mM y 0.043 

mM, respectivamente.  

 

 
Figura 2.71. Arriba: proceso de desorción de RAPTA-C a partir de 30 mg de 

ZnBDP_X@RAPTA-C (X = H, NO2, NH2 y OH) en 40 mL de fluido corporal simulado a 310 K. 

Abajo: representación del ajuste de los datos a cinéticas de primer orden. ZnBDP@RAPTA-

C, ZnBDP_NH2@RAPTA-C, ZnBDP_NO2@RAPTA-C y ZnBDP_OH@RAPTA-C. 
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 ZnBDP ZnBDP_NH2 ZnBDP_NO2 ZnBDP_OH 

K (h-1) 0.548 3.303 0.572 0.950 

t1/2 (h) 1.27 0.20 1.21 0.73 

 
Tabla 2.6. Valores de K (h-1) y tiempo de vida media (t1/2, h) para el proceso de liberación de 

RAPTA-C de la serie ZnBDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH). 
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Conclusiones 
 

En este apartado, se ha presentado la síntesis y caracterización de la 

serie isoestructural ZnBDP_X (H2BDP = 1,4-bis(1H-pirazol-4-il)benceno, X = 

H, NO2, NH2 y OH) a escala nanométrica. La evolución del tamaño de 

partícula se ha estudiado mediante diferentes estrategias: i) utilizando la 

ecuación de Scherrer, ii) tomando imágenes de Microscopía Electrónica de 

Barrido (SEM), y iii) mediante dispersión dinámica de la luz (DLS). Estos 

estudios han confirmado la formación de partículas tetragonales con un 

tamaño medio aproximado de 60 nm para los compuestos ZnBDP_X (X = H, 

NO2 y OH) y la formación de partículas más grandes y ligeramente alargadas 

para el compuesto ZnBDP_NH2 (tamaño medio de 120 x 45 nm). Asimismo, 

se ha demostrado que es posible la síntesis asistida por microondas del 

nanoMOF ZnBDP_OH utilizando condiciones más respetuosas con el medio 

ambiente. Mediante este método se evita el uso del disolvente tóxico DMF, y 

se reduce la temperatura y el tiempo de reacción. 

 

Por otra parte, se ha estudiado la estabilidad coloidal de la serie 

ZnBDP_X en diferentes condiciones biológicas simuladas en presencia de 

distintas proteínas y sales características de medios intravenosos y orales. En 

primer lugar, se estudió la estabilidad de las nanopartículas de ZnBDP_OH en 

condiciones intravenosas, utilizando un tampón fosfato salino (PBS) en 

presencia o ausencia de albúmina de suero bovino (BSA, 0.54% p/v y 5.4% 

p/v de BSA). Posteriormente, se estudió la estabilidad coloidal de las 

nanopartículas de ZnBDP_OH en medio intestinal utilizando fluido intestinal 

simulado a diferentes concentraciones (SIF y lis-SIF) y en presencia o 

ausencia de pancreatina (0.1% p/v y 1% p/v) o mucina (0.05% p/v y 0.5% p/v). 

Los resultados obtenidos sugieren que la formación de la corona proteica tras 

la administración intravenosa del MOF favorece la estabilidad coloidal de las 

nanopartículas en el suero. Sin embargo, las nanopartículas de ZnBDP_OH 

tienen tendencia a agregarse en condiciones orales (en presencia de 

pancreatina o mucina). Debe destacarse que concentraciones de mucina del 

0.5% p/v conducen a la formación inmediata de agregados con tamaños del 

orden de las micras, lo que sugiere cierto grado de bioadhesión de las 
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nanopartículas que podría promover su inserción en la mucosa intestinal tras 

la administración oral.   

 

 Por otra parte, los ensayos de citotoxicidad de los ligandos H2BDP_X 

frente a la línea celular de macrófagos murinos (J774), demuestra la toxicidad 

de los mismos (viabilidad celular <24% a concentraciones 20 %M). A pesar de 

este resultado, se ha estudiado la adsorción/desorción de los fármacos 

antitumorales mitoxantrona y RAPTA-C en la serie ZnBDP_X como prueba de 

concepto de la influencia de la funcionalización de la matriz porosa en el 

proceso de incorporación/liberación de dichas moléculas bioactivas. 

 

En este apartado, se ha demostrado que es posible encapsular el 

metalofármaco RAPTA-C mediante la impregnación de la serie isoestructural 

ZnBDP_X alcanzándose una carga de 0.55 mmol mmol-1 en ZnBDP, 0.22 

mmol mmol-1 en ZnBDP_NO2, 0.11 mmol mmol-1 en ZnBDP_NH2 y 0.15 

mmol mmol-1 en ZnBDP_OH. Asimismo, se ha llevado a cabo la 

encapsulación del fármaco mitoxantrona mediante impregnación o 

molturación en los nanoMOFs ZnBDP y ZnBDP_NH2, alcanzándose una 

carga de 0.50 mmol mmol-1 en ZnBDP y 0.20 mmol mmol-1 ZnBDP_NH2.  

 

Por otra parte, los patrones de difracción de los MOFs cargados varían 

sustancialmente en comparación con los patrones de los MOFs activados. 

Estos resultados ponen de manifiesto el comportamiento flexible de la red. 

Además, se ha demostrado que la liberación de RAPTA-C en FCS se produce 

en dos etapas (menos evidente en el caso del ZnBDP). Además, dichos 

estudios ponen de manifiesto el efecto de la funcionalización de los ligandos 

tanto en la cinética como en el porcentaje de metalofármaco liberado. Las 

matrices ZnBDP_NH2 y ZnBDP_OH muestran claramente una interacción 

más débil con el RAPTA-C que las especies ZnBDP y ZnBDP_NO2. De 

hecho, las primeras muestran cinéticas de desorción del mismo más rápidas y 

mayores porcentajes de metalofármaco liberado que las segundas. Este 

resultado prueba que la adecuada funcionalización de las cavidades de la 

matriz porosa puede conducir a interacciones específicas con las drogas 

huésped que permitan controlar la liberación de las mismas.   
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CONCLUSIONES 
 

 

Esta Tesis Doctoral se enmarca en el contexto de la síntesis y 

caracterización de redes metalorgánicas (MOFs), así como del estudio de su 

aplicación como vehículos de moléculas bioactivas. Con este fin, se ha 

demostrado que es posible diseñar y sintetizar MOFs con propiedades que los 

hacen adecuados para este tipo de aplicaciones.  

 

En el apartado 2.1, se ha descrito la síntesis y caracterización de una 

nueva red metalorgánica porosa [Ni8(OH)4(H2O)2(4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-

diil)bispirazolato)6] basada en clústers cúbicos de tipo Ni8(OH)4(OH)2 

conectados entre sí a través del ligado lineal N,N,N,N’ 4,4’-(buta-1,3-diíno-1,4-

diil)bispirazolato lo que da lugar a un empaquetamiento cúbico centrado en las 

caras (FCU). Este tipo de estructura genera n huecos octaédricos y 2n 

tetraédricos con un diámetro interno apropiado (1.9 y 1.1 nm, respectivamente) 

para alojar moléculas huésped de tamaño mediano. La estrategia seguida para 

la obtención de este MOF revela que el uso de enlaces de coordinación 

robustos metal-azolato permite obtener materiales con una estabilidad química, 

térmica y mecánica mayor que la que presentan muchos MOFs tradicionales, 

basados en sistemas metal-carboxilato. Asimismo, se ha demostrado que el 

material aislado es altamente poroso, tiene un tamaño de partícula adecuado 

para aplicaciones biológicas (130 ± 30 nm) y posee una elevada estabilidad 

química, incluso en fluido corporal simulado. Estas características lo hacen un 

buen candidato para su aplicación en la liberación controlada del 

metalofármaco no convencional [Ru(p-cimeno)Cl2(pta)] (RAPTA-C) (pta: 1,3,5-

triaza-7-fosfanoadamantano). De hecho, dicha matriz porosa activada es capaz 

de incorporar una cantidad significativa de RAPTA-C (3.97 mmol de RAPTA-C 

por mmol de compuesto). Este valor se corresponde con 4 moléculas de 

RAPTA-C por fórmula unidad de MOF, que se alojan tanto en cavidades 

octaédricas (2 moléculas) como tetraédricas (1 molécula). Asimismo, el 

proceso de adsorción es reversible puesto que sólo se produce la fisisorción 

del RAPTA-C por lo que se libera fácilmente en fluido corporal simulado 



CONCLUSIONES 
!

!226!

siguiendo una cinética de primer orden con un t1/2 de liberación de la 

metalodroga de 25 minutos.  

 

Hasta donde nuestro conocimiento alcanza, ésta es la primera vez que 

aparece descrita en la bibliografía la aplicación de una red metalorgánica 

porosa como agente portador y liberador de un metalofármaco no 

convencional. Sin embargo, este MOF presenta algunas limitaciones como son 

la presencia de metales potencialmente tóxicos en su estructura (Ni(II)) y una 

cinética de liberación de RAPTA-C demasiado rápida. Esta situación pone de 

manifiesto la necesidad de seguir desarrollando nuevos MOFs para esta 

aplicación que contengan iones metálicos biocompatibles en sus estructuras 

(ej. Ca(II), Fe(II), Al(III), Zn(II)), y que den lugar a interacciones más específicas 

con las metalodrogas para conseguir una verdadera liberación controlada de 

las mismas. 

 

Por otra parte, en el apartado 2.2, se describe la incorporación 

combinada de RAPTA-C y NO en la matriz porosa CPO-27-Ni 
([Ni2(dhtp)(H2O)2]!8H2O) (H4dhtp: ácido 2,5-dihidroxitereftálico). De acuerdo 

con los datos publicados en bibliografía, el CPO-27-Ni presenta un 

comportamiento excepcional en la captura y liberación de NO, así como una 

elevada estabilidad química, incluso en condiciones fisiológicas. En esta Tesis, 

se ha ido más allá y se ha demostrado que esta matriz porosa activada es 

capaz de incorporar simultáneamente 0.23 mmol de RAPTA-C por mmol de 

CPO-27-Ni y 2.51 mmol de NO por mmol de MOF. Además, se ha visto que 

tanto la adsorción como la liberación de RAPTA-C y NO son independientes. 

Este hecho se atribuye a las diferencias entre la interacción que tiene lugar 

entre la matriz porosa y las moléculas de adsorbato: mientras que las 

moléculas de NO interaccionan directamente con los centros metálicos con 

posiciones de coordinación insaturadas (quimisorción), las moléculas de 

RAPTA-C se encuentran fisisorbidas dentro de los poros. Asimismo, la 

liberación del metalofármaco en fluido corporal simulado se ve poco 

influenciada por la presencia de NO en la red (t1/2 ! 18 minutos), 

principalmente, porque el NO se libera rápidamente al suspenderse la matriz 

porosa en medio acuoso debido a la rápida cinética del proceso de intercambio 
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de los ligandos NO por H2O. Sin embargo, la liberación de NO al someter a la 

matriz a una corriente de gas húmedo es significativamente más rápida para 

CPO-27-Ni@RAPTA-C que para el material original CPO-27-Ni.  
 

Estos resultados demuestran que este sistema puede considerarse 

como una prueba de concepto adecuada para demostrar la utilidad de los 

polímeros de coordinación porosos como agentes liberadores de varias 

moléculas bioactivas. El estudio del efecto sinérgico de la liberación de 

múltiples fármacos puede dar lugar al desarrollo de terapias combinadas 

avanzadas. Asimismo, sería interesante extender estos estudios a nuevos 

MOFs basados en iones metálicos de menor toxicidad. De hecho este MOF 

está descrito para otros metales menos tóxicos (Fe, Zn, etc.).  

 

El apartado 2.3 se centra en el estudio de la matriz porosa MIL-100(Fe) 
([Fe3F(H2O)2O(C6H3(CO2)3)]2 ! nH2O (n ~ 14.5)) para la incorporación y 

liberación de metalofármacos no convencionales de rutenio como el RAPTA-C 

y el [("6-p-cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito). El MIL-100(Fe) presenta 

una alta estabilidad química, porosidad permanente y una elevada área 

superficial. Además, este MOF es biocompatible y se puede obtener fácilmente 

en forma de nanopartículas. En este contexto, se ha demostrado que es 

posible encapsular el metalofármaco RAPTA-C mediante la impregnación de la 

matriz porosa alcanzándose una carga de 0.8 mmol de RAPTA-C por mmol de 

MIL-100(Fe). Por otra parte, debe destacarse que la liberación de este 

metalofármaco en fluido corporal simulado se produce en dos etapas (t1/2 = 2 

horas), poniendo de manifiesto la diferente interacción entre las moléculas de 

RAPTA-C y los dos tipos de cavidades de la matriz porosa. 

 

Por otro lado, se ha sintetizado un novedosos metalofármaco no 

convencional basado en Ru(II) y el ligando mitoxantronato [("6-p-

cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito). Este nuevo metalofármaco reúne 

las propiedades anticancerígenas de la antraciclina mitoxantrona y de los 

compuestos “semi-sandwich” de rutenio. Los resultados muestran que Ru_mito 

presenta actividad redox, capacidad para interaccionar con diferentes dianas 

biológicas (como la biomolécula de ADN, aminoácidos N y S dadores y las 
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catepsinas B y D), así como actividad anticancerígena frente a varias líneas 

celulares, incluso frente a líneas celulares resistentes al cisplatino. Por último, 

también se ha llevado a cabo la incorporación de Ru_mito en el MIL-100(Fe) 
(0.4 mmol de Ru_mito por mmol de MIL-100(Fe)) utilizando la estrategia 

heterodoxa del “barco en la botella”. 

 

Finalmente, en el apartado 2.4, se ha presentado la optimización de la 

síntesis a escala nanométrica de la serie isoestructural ZnBDP_X (H2BDP = 

1,4-bis(1H-pirazol-4-il)benceno, X = H, NO2, NH2 y OH). Los estudios de la 

evolución del tamaño de partícula de las especies ZnBDP_X haciendo uso de 

diferentes metodologías (ecuación de Scherrer, microscopía electrónica de 

barrido y dispersión dinámica de la luz) han confirmado la formación de 

partículas tetragonales con un tamaño medio aproximado de 60 nm para los 

materiales ZnBDP_X (X = H, NO2 y OH) y la formación de partículas más 

grandes y ligeramente alargadas (120 x 45 nm) para el compuesto 

ZnBDP_NH2. Asimismo, se ha propuesto una estrategia de síntesis asistida por 

microondas del nanoMOF ZnBDP_OH utilizando condiciones más respetuosas 

con el medio ambiente. 

 

Por otra parte, como caso de estudio, se ha investigado la estabilidad 

coloidal de ZnBDP_OH en diferentes condiciones biológicas simuladas en 

presencia de distintas proteínas y sales características de medios intravenosos 

y orales. Los resultados obtenidos en condiciones intravenosas (PBS+BSA 

0.54% p/v y PBS+BSA 5.4% p/v) (BSA, albúmina de suero bovino) sugieren la 

formación de una corona proteica de albúmina tras la administración 

intravenosa del MOF que favorece la estabilidad coloidal de las nanopartículas 

en el suero evitando su agregación. Por otra parte, se ha demostrado que en 

fluido intestinal simulado (SIF) (en ausencia de enzimas o mucina), las 

nanopartículas de ZnBDP_OH muestran una buena estabilidad coloidal similar 

a la observada en agua MilliQ. Este mismo comportamiento se observa en 

fluido intestinal diluido (lis-SIF) dopado con bajas concentraciones de mucina 

(0.05% p/v) aunque, en este caso, no se observa la formación de la corona de 

proteína debido, seguramente, a la baja concentración de la misma en el 

medio. Concentraciones mayores de mucina (0.5% p/v) conducen a la 
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formación inmediata de agregados con tamaños del orden de las micras, lo que 

sugiere cierto grado de bioadhesión de las nanopartículas que podría promover 

su inserción en la mucosa intestinal tras la administración oral. Por otra parte, 

en fluido intestinal diluido dopado con pancreatina (0.1% y 1% p/v), se observa 

la agregación de las nanopartículas después de 1 h y 30 s de incubación, 

respectivamente.  

 

En otro orden de cosas, los ensayos de citotoxicidad de los ligandos 

H2BDP_X frente a la línea celular de macrófagos murinos (J774), demuestra la 

toxicidad de los mismos (viabilidad celular <24% a concentraciones 20 #M). 

Estos estudios deben ampliarse a las matrices porosas puesto que, en 

definitiva, dicha toxicidad dependerá también de la tasa de liberación de los 

ligandos al producirse la biodegradación de la matriz porosa. A pesar de este 

resultado, hemos creído conveniente estudiar la adsorción/desorción de los 

fármacos antitumorales mitoxantrona y RAPTA-C en la serie ZnBDP_X como 

prueba de concepto de la influencia de la funcionalización de la matriz porosa 

en el proceso de incorporación/liberación de la metalodroga. En primer lugar, 

debe destacarse que la mitoxantrona se encapsula fácilmente por 

impregnación o molturación en los nanoMOFs ZnBDP y ZnBDP_NH2, 

alcanzándose valores de carga del fármaco de 0.50 mmol mmol-1 en ZnBDP y 

0.20 mmol mmol-1 en ZnBDP_NH2. En segundo lugar, se ha comprobado que 

el RAPTA-C puede incorporarse por impregnación en la serie ZnBDP_X 

alcanzándose cargas de: 0.55 mmol mmol-1 en ZnBDP, 0.22 mmol mmol-1 en 

ZnBDP_NO2, 0.11 mmol mmol-1 en ZnBDP_NH2 y 0.15 mmol mmol-1 en 

ZnBDP_OH. Estos resultados indican que la capacidad de adsorción de 

RAPTA-C y mitoxantrona en la serie ZnBDP_X sigue la misma tendencia que 

la superficie de BET de las matrices activadas. Por otra parte, se ha 

comprobado que la liberación del RAPTA-C en fluido corporal simulado se 

produce en dos etapas (menos evidente en el caso del ZnBDP) lo que podría 

estar relacionado con la flexibilidad de este tipo de redes. Los estudios de 

liberación de RAPTA-C en estas matrices isoestructurales, ponen de manifiesto 

el efecto de la funcionalización de los ligandos tanto en la cinética como en el 

porcentaje de metalofármaco liberado. Las matrices ZnBDP_NH2 y 

ZnBDP_OH muestran claramente una interacción más débil con el RAPTA-C 
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que las especies ZnBDP y ZnBDP_NO2. Este hecho se demuestra claramente 

debido a que las primeras muestran cinéticas de desorción del mismo más 

rápidas (K (h-1): 0.548 (-H), 0.572 (-NO2), 3.303 (-NH2) y 0.950 (OH)) y mayores 

porcentajes de metalofármaco liberado (45% (-H), 37% (-NO2), 84% (-NH2) y 

84% (-OH)) que las segundas. Este resultado prueba que la adecuada 

funcionalización de las cavidades de la matriz porosa puede conducir a 

interacciones específicas con las drogas huésped que permitan controlar la 

liberación de las mismas.   

 

En definitiva, en esta Tesis Doctoral, se ha demostrado, como prueba de 

concepto, la utilidad de las redes metalorgánicas como agentes liberadores de 

fármacos no convencionales (metalofármacos de Ru(II) y la molécula bioseñal 

NO). Durante este trabajo, se ha comprobado que las características de la 

matriz porosa (composición, tamaño de las cavidades, 

hidrofobicidad/hidrofilicidad, estabilidad química y coloidal, etc.) van a influir 

decisivamente en la afinidad del anfitrión por el huésped, así como en la 

estabilidad de la matriz porosa en medios fisiológicos simulados. Por tanto, la 

estructura y las propiedades físico-químicas de los MOFs influirán en el 

proceso de incorporación/liberación de las drogas. En este contexto, se ha 

puesto de manifiesto que la funcionalización de los ligandos de los MOFs es 

una estrategia adecuada para conseguir modular la fortaleza de la interacción 

MOF-droga y, como consecuencia, controlar el proceso de adsorción/liberación 

del fármaco. Por otra parte, se ha demostrado que es posible encapsular varias 

moléculas bioactivas no convencionales con potencial efecto antitumoral 

sinérgico en el mismo MOF. La liberación simultánea de dichas drogas podría 

conducir al desarrollo de terapias combinadas avanzadas más efectivas y, por 

tanto, con menos efectos secundarios para los pacientes.  
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CONCLUSIONS 
 

 

This PhD Thesis is focused on the synthesis and characterization of 

metal organic frameworks (MOFs), as well as on the study of their application 

as delivery systems for bioactive molecules. To this end, it has been proven 

that it is possible to design and to synthesize MOFs with certain properties that 

make them suitable for such applications. 

 

In section 2.1, it has been described the synthesis and characterization 

of the new porous metal organic framework [Ni8(OH)4(H2O)2(4,4’-(buta-1,3-

diyne-1,4-diyl)bispyrazolato)6] based on Ni8(OH)4(H2O)2 cubic clusters 

connected to 12 adjacent ones by linear exo-tetradentate N, N, N’, N’ 4,4’-(buta-

1,3-diyne-1,4-diyl)bispyrazolato linkers. The result is a cubic close packing 

(CCP) that leads to the formation of n octahedral and 2n tetrahedral voids of 

proper inner size (1.9 and 1.1 nm, respectively) to incorporate medium-sized 

guest molecules. The synthetic strategy proved that the use of strong metal-

azolate coordination bonds has been decisive to obtain very stable structures 

with remarkably high thermal, chemical and mechanical stability compared with 

the metal-carboxylate ones, which are typically found in most of the reported 

MOFs. Thus, it has been shown that the isolated compound is highly porous, 

has a proper particle size for biological applications (130 ± 30 nm) and shows a 

high chemical stability, even under biological conditions. These features make 

this MOF an adequate candidate for its application for the controlled delivery of 

the non-conventional metallodrug [Ru(p-cymene)Cl2(pta)] (RAPTA-C) (pta = 

1,3,5-triaza-7-phosphaadamantane). In fact, the activated porous matrix has 

been proven to load a significant quantity of RAPTA-C (3.97 mmol of drug per 

mmol of compound), corresponding to the incorporation of 2 and 1 RAPTA-C 

molecules in the octahedral and tetrahedral voids, respectively. Noteworthy, this 

adsorption process is reversible as a consequence of RAPTA-C physisorption, 

which can be easily released into simulated body fluid to achieve a first order 

kinetic with a t1/2 of release of 25 minutes. 
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To the best of our knowledge, this is the first time that a MOF has been 

used for the release of a non-conventional metallodrug. However, this MOF 

shows some limitations like the presence of potentially toxic metals in its 

structure (Ni(II)) and a too fast RAPTA-C delivery kinetic. This situation 

highlights the need for the synthesis of new MOFs for this application based on 

healthy friendly metal ions (i.e. Ca(II), Fe(II), Al(III), Zn(II)) and able to give 

specific metallodrug-MOF interactions to achieve a real controlled delivery. 

 

Moreover, in section 2.2, we have described the combined incorporation 

of RAPTA-C and NO in the porous matrix CPO-27-Ni ([Ni2(dhtp)(H2O)2]!8H2O) 

(H4dhtp: 2,5-dihydroxyterephthalic acid). As previously reported, CPO-27-Ni 
has an exceptional behaviour over the adsorption and delivery of NO, as well as 

a high chemical stability, even in physiological conditions. However, in this 

Thesis, we have gone beyond to demonstrate that this porous matrix can 

simultaneously incorporate 0.23 mmol of RAPTA-C per mmol of CPO-27-Ni and 

2.51 mmol of NO per mmol of MOF. Furthermore, it has been proven that the 

incorporation and delivery processes for both species are independent. These 

results are a consequence of the different interaction mechanisms taking place 

among the framework walls and the adsorbates: NO directly interacts with the 

Ni open metal sites (chemisorption) while RAPTA-C is only physisorbed into the 

pores. Additionally, metallodrug delivery in simulated body fluid (t1/2 ! 18 

minutes) is not affected by the presence of NO molecules in the framework, 

because of the very fast NO delivery when the matrix is suspended in an 

aqueous solution as a consequence of the rapid ligand rate of exchange 

between NO and H2O. Nevertheless, when the matrix is exposed to a wet gas, 

NO delivery is faster in CPO-27-Ni@RAPTA-C in comparison with the original 

material CPO-27-Ni.  
 

These results show that the investigated system may be considered as a 

proof of concept of the feasibility of the concurrent adsorption of bioactive 

molecules into MOFs. The study of the synergic effect of multiple drugs may 

lead to advanced combined therapies. Additionally, it should be interesting to 

explore new MOFs based on healthy friendly metals. In this context, this MOF 

has been described using other less toxic metals (Fe, Zn, etc.).  
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Section 2.3 is focused on the application of the porous matrix MIL-
100(Fe) ([Fe3F(H2O)2O(C6H3(CO2)3)]2 ! nH2O (n ~ 14.5)) in the incorporation 

and delivery of Ru(II) based non-conventional antitumor drugs, like RAPTA-C 

and [("6-p-cymene)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito). MIL-100(Fe) exhibits a 

great chemical stability, permanent porosity and a high surface area. 

Furthermore, this MOF is biocompatible and can be easily prepared as 

homogeneous nanoparticles. In this context, it has been shown that it is 

possible to entrap RAPTA-C in MIL-100(Fe) using an impregnation method, 

which achieves a drug loading of 0.8 mmol of RAPTA-C per mmol of MIL-
100(Fe). On the other hand, it should be noted that two stages can be 

distinguished in the delivery of RAPTA-C in simulated body fluid (t1/2 = 2 hours), 

which may be related to the different interactions between RAPTA-C molecules 

and the two types of MOF cavities. 

 

On the other hand, we have synthetized the new non-conventional 

metallodrug based on Ru(II) and the mitoxantronato ligand [("6-p-

cymene)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito). This metallodrug combines the 

anticancer features of the anthracycline mitoxantrone and the half-sandwich 

Ru(II) compounds. The results show that Ru_mito exhibits redox activity, ability 

to interact with different biological targets (DNA, N and S donors amino acids 

and cathepsin B and D) as well as an important in vitro antitumor activity 

towards wild type and cisplatin resistant tumour cell lines. Finally, we have also 

demonstrated the incorporation of Ru_mito in MIL-100(Fe), with a maximum 

loading of 0.4 mmol of Ru_mito per mmol of MIL-100(Fe), following the 

heterodox ship-in-a-bottle strategy. 

 

Lastly, in section 2.4, we have described the optimization of the 

synthesis of nanoparticles of the isoreticular series ZnBDP_X (H2BDP = 1,4-

bis(1H-pyrazol-4-yl)benzene, X = H, NO2, NH2 and OH). Size particle evolution 

studies of ZnBDP_X nanoparticles using different methods (Scherrer’s 

equation, scanning electron microscopy and dynamic light scattering) have 

confirmed the formation of tetragonal particles with a mean size of 60 nm for 

ZnBDP_X (X = H, NO2 y OH) and more elongated particles of slightly larger 

size (120 x 45 nm) for ZnBDP_NH2 material. Alternatively, an environmentally 
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friendly microwave-assisted solvotermal route was attempted for the synthesis 

of ZnBDP_OH nanoMOF. 

 

Moreover, as a case of study, we have investigated the colloidal stability 

of ZnBDP_OH in different simulated biological media containing characteristic 

species (proteins or salts) found in intravenous and oral conditions. Under 

intravenous conditions (PBS+BSA 0.54% w/v and PBS+BSA 5.4% w/v) (BSA, 

bovine serum albumin), the formation of an albumin corona on MOF 

nanoparticles’ surface seems to promote their colloidal stability in the serum, 

avoiding their aggregation. On the other hand, it has been proven that 

ZnBDP_OH nanoparticles exhibited quite good colloidal stability in simulated 

intestinal fluid (SIF) (without enzymes or mucin) showing a similar behaviour 

than that observed in MilliQ water. The same performance is also observed in 

diluted intestinal fluid (lis-SIF) doped with very low concentrations of mucin 

(0.05% w/v) although, in this case, the formation of the protein corona is not 

observed probably due to the low concentration of mucin in the medium. 

However, the use of 0.5% w/v mucin solutions led to a rapid increase of particle 

size, giving rise to aggregates bigger that 1 micron, suggesting a certain degree 

of bioadhesion of the nanoparticles that could promote their grafting to the 

intestinal mucosa after oral administration. Besides, aggregation of 

nanoparticles is observed in diluted intestinal fluid doped with pancreatin (0.1% 

and 1% w/v) after an hour and 30 seconds, respectively. 

  

Furthermore, the study of the cytotoxic activity of H2BDP_X ligands 

towards murine macrophages cell line (J774) showed a low cell viability (<24% 

using concentrations of 20 #M) suggesting the high cytotoxicity of these linkers. 

These studies should be extended to the porous matrix since the toxicity will 

depend on the ligands delivery rate when the matrix biodegradation takes 

place. However, despite these results, we decided to investigate the 

incorporation/desorption of the antitumor drugs mitoxantrone and RAPTA-C in 

ZnBDP_X series as a proof of concept of the effect of the framework 

functionalization in the incorporation/delivery of these bioactive molecules. 

Firstly, it should be noted that the encapsulation of mitoxantrone can be easily 

achieved by impregnation or simple grinding of the nanoMOFs ZnBDP and 
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ZnBDP_NH2, reaching drug loading values of 0.50 mmol mmol-1 in ZnBDP and 

0.20 mmol mmol-1 in ZnBDP_NH2. Secondly, it has been proven that RAPTA-C 

can be incorporated in ZnBDP_X by impregnation, with loading values of: 0.55 

mmol mmol-1 in ZnBDP, 0.22 mmol mmol-1 in ZnBDP_NO2, 0.11 mmol mmol-1 

in ZnBDP_NH2 and 0.15 mmol mmol-1 in ZnBDP_OH. These results suggest 

that the loading capacity of RAPTA-C and mitoxantrone in this series follows the 

BET surface area trend of the activated matrices. On the other hand, is has 

been proven that RAPTA-C delivery in simulated body fluid takes place in two 

steps (less clear in the case of ZnBDP), which may be related to the flexibility of 

this kind of frameworks. Additionally, these studies are indicative of the effect of 

the ligands functionalization, both on the kinetics delivery and on the total 

released amount of drug at the equilibrium. ZnBDP_NH2 and ZnBDP_OH 

matrices showed a weaker interaction with RAPTA-C than ZnBDP and 

ZnBDP_NO2 compounds. This fact is proven by the faster kinetic of delivery of 

the former matrices (K (h-1): 0.548 (-H), 0.572 (-NO2), 3.303 (-NH2) and 0.950 

(OH)) and the higher delivered drug percentage (45% (-H), 37% (-NO2), 84% (-

NH2) and 84% (-OH)) compared with the later ones. These results are a proof of 

the effect of the functionalization of the MOF cavities on the host-guest 

interactions that may lead to the control of the kinetics of delivery. 

 

Summarizing, in this PhD Thesis, we have demonstrated, as a proof of 

concept, that metal organic frameworks are good candidates for the transport 

and delivery of non-conventional metallodrugs (i.e. Ru(II) metallodrugs and the 

signalling molecule NO). During this work, it has been proven that the porous 

matrix features (composition, cavities size, hydrophobicity/hidrophilicity, 

chemical and colloidal stability, etc.) will strongly influence on the host-guest 

affinity, as well as on the porous matrix stability in simulated physiological 

media. Therefore, the structure and physicochemical properties of MOFs will 

affect drug incorporation and delivery. In this context, the proper ligand 

functionalization is a good strategy to modulate the strength of MOF-drug 

interaction and, as a consequence, to control drug adsorption/delivery. On the 

other hand, it has been verified that it is possible to encapsulate various non-

conventional bioactive molecules with potential synergic antitumor effect in the 

same MOF. The simultaneous delivery of these drugs may lead to the 
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development of more effective advanced combined therapies with fewer side 

effects for the patients.  
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Todos los reactivos y los disolventes utilizados están disponibles 

comercialmente y no necesitan tratamiento previo. 

 
A.1 Síntesis de ligandos orgánicos. 
 
Síntesis del ligando 1,1’-di-Boc-4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazol 
(Boc2L4). El primer intermedio, 1-Boc-4-iodopirazol, fue obtenido tras la 

reacción del 4-yodo-1H-pirazol (6 g, 30.93 mmol) con (Boc2O) (10.13 g, 46.30 

mmol) en 80 mL de CH2Cl2 y 15 mL de Et3N (Figura A.1). Tras la adición de 

DMAP (0.30 g, 3.09 mmol), la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 

30 min, mientras se observaba el cambio de color de marrón a amarillo. El 

disolvente se eliminó a vacío mientras que, el sólido se extrajo con acetato de 

etilo (15 mL) y se purificó mediante una columna cromatográfica (gel de sílice, 

hexano/acetato de etilo, 8:2). Se obtuvieron unos cristales en forma de agujas 

de color amarillo (9.81 g, 98% de rendimiento). 1H RMN (CDCl3) !: 1.61 (s, 9H), 

7.70 (s, 1H), 8.12 (s, 1H). 13C RMN (CDCl3) (DEPT) !: 27.9 (CH3), 61.5 (C), 

86.5 (C), 134.5 (CH), 146.0 (CH), 146.6 (C). 

 

Una vez obtenido el primer intermedio, se preparó una disolución de 1-Boc-4-

iodopirazol (2.0 g, 6.86 mmol), diclorobis(trifenilfosfina)paladio (II) (0.39 g, 0.58 

mmol) e ioduro de cobre (I) (0.13 g, 0.68 mmol) en una mezcla de Et3N 

deoxigenada (40 mL) y THF seco (80 mL). La mezcla se agitó bajo atmósfera 

de Ar durante 15 min a 273 K. Seguidamente, a esta disolución, se le adicionó 

fluoruro de tetra-n-butilamonio trihidratado (1.03 g, 3.92 mmol). A continuación, 

se añadió poco a poco 1,4-bis(trimetilsilil)butadiinetrimetil[4-(trimetilsilil)-1,3-

butadiinil]silano (2.52 g, 8.16 mmol) dejando la mezcla agitar durante 6 h. El 

disolvente fue eliminado a vacío y el residuo se disolvió en acetato de etilo (25 

mL) para, posteriormente, ser lavado con una disolución acuosa saturada de 

cloruro de amonio (15 mL x 3). La fase orgánica se secó con Na2SO4 anhidro y 

luego se eliminó el disolvente. El residuo se purificó mediante una columna 

cromatográfica (gel de sílice), hexano/acetato de etilo, 8:2, y se obtuvo un 

polvo policristalino puro que se corresponde con el Boc2L4 (1.07 g, 82% de 

rendimiento). IR (KBr) 3240(br), 2148(m), 1684(s), 1595(w), 1506(m), 1437(s), 

1219(s), 1144(s), 1047(m), 1007(m), 725(w), 544(w) cm-1. 1H RMN (CDCl3) !: 
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1.65 (s, 18H), 7.79 (s, 2H), 8.25 (s, 2H). 13C RMN (CDCl3) DEPT !: 27.9 (CH3), 

71.5 (C), 76.1 (C), 86.5 (C), 105.2 (C), 134.5 (CH), 146.0 (CH), 146.6 (C). 

HRMS (ESI) Anal. calc. para C20H22N4O4Na: 405.1539; encontrado 405.1532. 

 
Figura A.1. Proceso de síntesis del ligando 1,1’-di-Boc-4,4’-(buta-1,3-diiono-1,4-

diil)bispirazol (Boc2L4). 

 

Síntesis del ligando 1,4-bis(1H-pirazol-4-il) benceno (H2BDP). El primer 

intermedio, 1,4-bis(1-dimetilamino-3-dimetilimonio-prop-1-en-2-il)benceno 

bis(perclorato), se sintetizó de acuerdo con el método publicado anteriormente 

por Arnold y sus colaboradores.1  P.f. 673 K. IR (KBr) 2936(w), 1582(vs), 

1489(w), 1452(w), 1393(m), 1287(m), 1211(m), 1078(vs), 975(m), 761(w), 

622(m), 586(w) cm-1. 1H RMN (CDCl3) !: 2.45 (s, 3H), 3.36 (s, 3H), 7.39 (s, 2H), 

7.73 (s, 2H). 13C RMN (CDCl3) !: 40.4 (Me), 49.5 (Me), 105.1 (C), 133.1 (C), 

134.3 (C), 163.9 (CH). Anal. calc. para C20H32Cl2N4O8 (527.40) C, 45.55; H, 

6.12; N, 10.62; encontrado C, 44.95; H, 6.10; N, 10.48.  

 

Posteriormente, se preparó una disolución del intermedio bis(perclorato) (470 

mg, 0.89 mmol) en EtOH (60 mL) bajo agitación fuerte, y se añadió gota a gota 

hidracina monohidratada al 98% (95 "L, 1.96 mmol) durante 2 min. Tras estar a 

reflujo durante 2 h, el sólido de color amarillo se filtró, y se lavó con metanol (10 

mL x 2) y se secó a vacío a temperatura ambiente para obtener finalmente el 

ligando H2BDP puro en forma de polvo cristalino (172 mg, rendimiento 92%). IR 

(KBr) 3144(br), 1583(w), 1527(w), 1263(w), 1236(w), 1159(s), 1037(w), 965(w), 

951(s), 866(s), 824(s), 719(w), 657(w), 627(w) cm-1. 1H RMN (CDCl3) !: 7.58 (s, 

2H), 8.05 (s, 2H), 12.5 (br s, 1H). 13C RMN (CDCl3) !: 121.9 (C), 126.3 (HC-
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Figura 2.2. Proceso de síntesis del ligando 1,1’-di-Boc-4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazol 

(4). 

!

Preparación de 2

Los siguientes reactivos comerciales 1-boc-4-iodopirazol (1 g, 3.40 mmol), 

dicloro-bis(trifenilfosfina)paladio(II) (0.24 g, 0.34 mmol), ioduro de cobre (I) (0.08 g, 

0.41 mmol) y trietilamina (8 mL, 57.45 mmol) se disuelven en 10 mL de 

tetrahidrofurano anhidro y se agita durante 5 minutos bajo atmósfera de argón a 

temperatura ambiente. Posteriormente, se añade lentamente el reactivo 

trimetilsililacetileno (033 g, 3.40 mmol). La disolución resultante se agita durante 3 

horas. El disolvente se elimina en el rotavapor, el residuo resultante se disuelve en 

acetato de etilo (15 mL) y se lava con una disolución saturada de cloruro de amonio (5 

mL x 3). La fase orgánica se seca con sulfato sódico anhidro y se elimina el disolvente 

en el rotavapor. Finalmente, se purifica utilizando una columna cromatográfica (gel de 

sílice, hexano/acetato de etilo 9:1). Se obtienen 0.84 g de un sólido marrón (2) 

(rendimiento 94%). 

Preparación de 3

A un disolución de 2 (0.84 g, 3.26 mmol) en THF (110 ml, ca. 0.03 M) sometida 

a agitación, se le añade fluoruro de tetra-n-butilamonio trihidratado (1.03 g, 3.92 mmol). 

La disolución resultante se agita durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Después, la 

mezcla se concentra en el rotavapor para eliminar el disolvente y el residuo se disuelve 

en acetato de etilo (20 mL). La mezcla resultante se lava con una disolución saturada de 

Dioxano, Et3N 
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Ph), 131.3 (C), 137.0 (HC-pz). Anal. calc. para C12H10N4 (210.24): C, 68.56; H, 

4.79; N, 26.65; encontrado C, 67.98; H, 4.83; N, 26.26. 

 

Síntesis del ligando 2-nitro[1,4-bis(1H-pirazol-4-il)benceno] (H2BDP_NO2). 

Se adicionó H2BDP (1 g, 4.76 mmol) en pequeñas porciones a ácido sulfúrico 

concentrado (10 mL) al mismo tiempo que, la temperatura de reacción se 

controlaba con un baño de hielo. A continuación, se añadió ácido nítrico al 70% 

(0.255 mL, 5.71 mmol) manteniendo la mezcla de reacción fría. 

Posteriormente, el baño de hielo se retiró y la disolución se dejó agitando a 

temperatura ambiente durante 1 h. Luego, se le adicionaron 5 g de hielo y se 

observó como aparecía un precipitado que se filtró y se lavó con 10 mL de 

agua (2 x 5 mL). El precipitado final fue neutralizado con una disolución acuosa 

de NaHCO3 y se lavó con 10 mL de agua (5 mL x 2). Se obtuvo como producto 

un sólido amarillo puro (1.03 g, rendimiento del 85%). 1H RMN (DMSO-d6) !: 

7.63 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.79 (s, 2H), 7.89 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 1H), 8.08 (d, J = 

1.8 Hz, 1H), 8.23 (s, 2H). IR (KBr) 3164(br), 1580(s), 1522(vs), 1350(vs), 

1256(w), 1175(w), 1151(w), 1041(s), 976(w), 947(s), 894(w), 865(w), 815(s), 

741(w), 664(w) cm-1. Anal. calc. para C12H9N5O2 (255.2): C, 56.47; H, 3.55; N, 

27.44; encontrado C, 55.7; H, 3.26; N, 26.37. 

 

Síntesis del ligando 2-amino[1,4-bis(1H-pirazol-4-il)benceno] (H2BDP_NH2). 

A una suspensión de H2BDP_NO2 (0.3 g, 1.176 mmol) en DMF (5 mL), se le 

adicionó formiato de amonio (0.370 g, 5.873 mmol) a temperatura ambiente. La 

mezcla de reacción fue calentada hasta los 393 K y se le añadió Pd/C (5%, 30 

mg) en pequeñas porciones. La mezcla final se mantuvo bajo agitación a 373 K 

durante 2 h. Una vez que la mezcla se volvió clara, se filtró, se lavó con una 

pequeña cantidad de DMF y el filtrado se diluyó con hielo picado (5 g). El 

precipitado obtenido se filtró y se lavó con agua (5 mL x 2) resultando como 

producto el polvo de color blanco puro H2BDP_NH2 (250 mg, rendimiento 94%). 
1H RMN (DMSO-d6) !: 4.77 (s, 2H), 6.84 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 

1.7 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.86 (br s, 4H), 12.88 (br s, 2H). IR (KBr): 

3420(s), 3338(s), 3111(br), 1621(s), 1575(s), 1522(w), 1334(w), 1290(w), 

1169(vs), 1042(s), 988(w), 961(s), 946(w), 880(w), 864(s), 805(vs), 721(w), 
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660(w), 627(w) cm-1. Anal. calc. para C12H11N5 (225.2): C, 63.99; H, 4.92; N, 

31.09; encontrado C, 63.31; H, 5.42; N, 31.30.  

 

Síntesis del ligando 2-hidroxo[1,4-bis(1H-pirazol-4-il)benceno] (H2BDP_OH). 

1 g (4.444 mmol) de H2BDP_NH2 fue disuelto en 5 mL de ácido sulfúrico. La 

mezcla se agitó hasta la formación de una pasta espesa. Mientras la mezcla se 

mantuvo fría con un baño de hielo, se le adicionaron 3 g de hielo picado. En un 

vaso de precipitado aparte, se disolvió NaNO2 (0.440 g, 5.176 mmol) en 4 mL 

de agua. Esta disolución se enfrió y se adicionó gota a gota, bajo agitación, a la 

disolución ácida de la amina. En un matraz separado, se calentó una disolución 

de H2SO4 (3 mL) y agua (3 mL) a 383 K y se le añadió gota a gota la disolución 

de sal de diazonio. Una vez terminada la adición, la disolución se dejó hervir 

durante 30 min. Posteriormente, se enfrió con un baño de hielo y el precipitado 

formado se filtró y, se suspendió en una disolución de NaHCO3 en agua 

agitando durante 2 h a 353 K. El precipitado amarillento formado se filtró, se 

lavó con agua (2 x 5 mL) y se secó a vacío (0.763 g, rendimiento 76%). 1H 

RMN (DMSO-d6) !: 7.04 (m, 2H), 7.51 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.04 (br s, 4H), 9.67 

(s, 1H), 12.83 (br s, 2H). IR (KBr) 3525(s), 3387(br), 3182(br), 1621(w), 1588(s), 

1563(w), 1534(w), 1440(s), 1346(w), 1274(w), 1254(w), 1216(w), 1160(vs), 

1106(w), 1036(s), 959(s), 948(s), 888(w), 865(w), 834(w), 817(s), 736(w), 

670(w) cm-1. Anal. calc. para C12H10N4O (226.2): C, 63.71; H, 4.46; N, 24.76; 

encontrado C, 62.41; H, 5.11; N, 24.50. 

 

A.2 Síntesis de Redes Metalorgánicas Porosas (MOFs). 
 
Síntesis de [Ni8(OH)4(H2O)2(4,4´-(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazolato)6]n (1). 

A una disolución de Boc2L4 (0.3 mmol) en 16 mL de DMF se le adicionó una 

disolución de Ni(AcO)2#4H2O (0.4 mmol) en 4 mL de H2O. La mezcla resultante 

de color verde se puso a reflujo durante 7 h. Transcurrido el tiempo de 

reacción, se filtró el precipitado obtenido y se lavó con EtOH y éter. Anal. calc. 

para Ni8(OH)4(H2O)2(C10N4H4)6(H2O)11(C3H7NO)13 (1) (2802.99) C, 42.65; H, 

4.36; N, 18.84; encontrado C, 42.68; H, 5.21; N, 17.98. IR (KBr) 3446 (br), 

2933(m), 2150(m), 1670(vs), 1523(m), 1390(m), 1338(w), 1257(w), 1221(m), 

1173(w), 1099(m), 1065(m), 1014(w), 866(w), 787(m), 646(w), 606(w) cm-1. 
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Síntesis de [Ni2(2,5-dihidroxitereftalato)(H2O)2]!(H2O)8 (CPO-27-Ni). A una 

disolución de ácido 2,5-dihidroxitereftálico (H4dhtp) (0.75 mmol) en 10 mL de 

THF se le adicionó una disolución de Ni(AcO)2#4H2O (1.5 mmol) en 10 mL de 

H2O. La combinación de ambas disoluciones se hizo reaccionar en condiciones 

solvotermales a 383 K durante 72 h. Transcurrido el tiempo de reacción, se 

filtró el precipitado amarillo obtenido y se lavó con THF y agua. Anal. calc. para 

C8H22O16Ni2 (491.64) C, 19.54; H, 4.48; O, 52.10; Ni, 23.89; encontrado C, 

19.57; H, 4.39; O, 52.04; Ni, 23.54. 

 

Síntesis de [FeIII
3F(H2O)2O(C6H3(CO2)3)2!nH2O (n " 14.5)] (MIL-100(Fe)). Para 

la síntesis de la matriz porosa MIL-100(Fe) se siguió el procedimiento 

previamente descrito en bibliografía basado en la reacción hidrotermal de ácido 

trimésico con hierro metálico, ácido nítrico y agua a 433 K durante 8h.2 En la 

síntesis típica, la composición de la mezcla de reacción fue 55.84 mg (1.0 

mmol) de Fe(0): 138.7 mg (0.67 mmol) de ácido benceno-1,3,5-tricarboxílico 

(ácido trimésico) (H3btc): 35 µL (2.0 mmol) de HF: 50 µL (0.6 mmol) de HNO3: 5 

mL (277 mmol) de H2O. Trascurrido el tiempo de reacción, la mezcla se filtró y 

se obtuvo un sólido cristalino de color naranja MIL-100(Fe). Con el fin de 

eliminar el posible ligando orgánico excedente de la reacción, el compuesto 

sintetizado se purificó mediante un proceso de extracción en dos pasos, 

utilizando agua y etanol. Para ello, en primer lugar 200 mg de MIL-100(Fe) se 

suspendieron con agitación en 100 mL de agua destilada a 343 K durante 3 h 

y, posteriormente, se agitaron en 100 mL etanol a 338 K durante 3 h. Anal. 

calc. para Fe3X(H2O)2O[(C6H3)(CO2)3]2!n (H2O, X = F, n = 14.5) (914.02) C, 

23.65; H, 4.30; encontrado C, 24.21; H, 2.25. 

 

Síntesis de Fe3F(H2O)2O(C9H3O6)2(Ru(H2O)3Cl3)2(H2O)3(C3H6O) (MIL-
100(Fe)@Ru(H2O)3Cl3). 210 mg de Ru(H2O)3Cl3 (1.01 mmol) se disolvieron en 

20 mL de acetona. Posteriormente, se añadieron 200 mg (0.324 mmol) de MIL-
100(Fe), previamente activado, y la mezcla se molturó con el fin de agilizar la 

evaporación del disolvente y aumentar la concentración de la disolución (hasta 

que todo el disolvente se evaporó). Finalmente, el producto sólido de color rojo 

oscuro obtenido se lavó con acetona (10 mL x 2) con el fin de eliminar el 

exceso de Ru(H2O)3Cl3 que no haya sido adsorbido. Anal. calc. para 
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Fe3F(H2O)2O(C9H3O6)2(Ru(H2O)3Cl3)2(H2O)3(C3H6O) (MIL-
100(Fe)@Ru(H2O)3Cl3) (1287.87) C, 20.15; H, 2.42; encontrado C, 20.01; H, 

2.23. Residuo calculado tras el tratamiento térmico de MIL-
100(Fe)@Ru(H2O)3Cl3: (RuO2)2(Fe3O4): 39.76%; encontrado:  41.37%. 

 

Síntesis de Fe3F(H2O)2O(C9H3O6)2(C20H28Cl4Ru2)0.5(H2O)3(Ru(H2O)3Cl3) (MIL-
100(Fe)@[Ru(p-cimeno)Cl]2Cl2). 700 mg de MIL-100(Fe)@Ru(H2O)3Cl3 (0.68 

mmol) y 1.1 mL de !-terpineno (6.8 mmol) se pusieron a reflujo en etanol (80 

mL) durante 24 h. Transcurrido el tiempo de reacción el sólido se filtró y se lavó 

con EtOH (10 mL x 2). Anal. calc. para 

Fe3F(H2O)2O(C9H3O6)2(C20H28Cl4Ru2)0.5(H2O)3(Ru(H2O)3Cl3) (MIL-
100(Fe)@[Ru(p-cimeno)Cl]2Cl2) (1274.51) C, 26.39; H, 2.85; encontrado C, 

26.36; H, 2.92. Residuo calculado tras el tratamiento térmico de MIL-
100(Fe)@[Ru(p-cimeno)Cl]2Cl2: (RuO2)2(Fe3O4): 49.14%; encontrado:  

50.33%. 

 

Síntesis de Fe3F(H2O)2O(C9H3O6)2(C42H54N4O6Ru2)0.4(C20H28Cl4Ru2)0.1(H2O)9 

(Ru(H2O)3Cl3) (MIL-100(Fe)@Ru_mito). 200 mg de MIL-
100(Fe)@[Ru(p-cymeno)Cl]2Cl2 (0.16 mmol) y 72 mg de clorhidrato de 

mitoxantrona (C22H28N4O6 # 2HCl) (0.16 mmol) se suspendieron en 50 mL de 

EtOH y se calentaron a 313 K durante 24 h. Transcurrido el tiempo de reacción 

el sólido se filtró y se lavó con EtOH (10 mL x 2). Anal. calc. para 

Fe3F(H2O)2O(C9H3O6)2(C42H54N4O6Ru2)0.4(C20H28Cl4Ru2)0.1(H2O)9(Ru(H2O)3Cl3
) (MIL-100(Fe)@Ru_mito) (1502.86) C, 29.41; N, 1.49; H, 3.92; encontrado C, 

28.73; N, 1.52; H, 2.91. Residuo calculado tras el tratamiento térmico de MIL-
100(Fe)@Ru_mito: (RuO2)2(Fe3O4) : 45.54%; encontrado:  47.96%. 
 

Síntesis general para la preparación de ZnBDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH). En 

un matraz Schlenk de 50 mL se disolvió H2BDP_X (0.5 mmol) en DMF (10 mL) 

y se calentó a 423 K. A continuación, se añadió Zn(CH3COO)2#2H2O (0.5 

mmol) a la disolución anterior con agitación. La mezcla se dejó reaccionar 

durante 7 h a reflujo. Después de enfriar a temperatura ambiente, el sólido 

blanco se recuperó por filtración, se lavó con metanol (10 mL x 3) y se secó a 

vacío. Anal. calc. para C20H30N6ZnO4 (ZnBDP) (0.138 g, rendimiento 57%) 
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(483.88) C, 49.64; H, 6.25; N, 17.37; encontrado C, 49.23; H, 5.98; N, 17.42. IR 

(KBr) 1584 (s), 1350 (s), 1286 (m), 1174 (m), 1133 (s), 1056 (vs), 956 (s), 826 

(vs), 723 (w) cm-1. Anal. calc. para Zn(C12H7N5O2)(C3H7NO)2(CH3OH)2(H2O)5 

(ZnBDP_NO2) (0.192 g, rendimiento 62%) (619) C, 38.81; H, 6.35; N, 15.84; 

encontrado C, 38.63; H, 6.03; N, 16.06. IR (KBr) 3350(br), 1670(vs), 1578(s), 

1527(s), 1532(w), 1257(vs), 1134(w), 1092(w), 1064(s), 1012(w), 982(w), 

954(w), 869(w), 847(w), 764(w), 739(w), 722(w), 659(w), 623(w) cm-1. Anal. 

calc. para Zn(C12H9N5)(C3H7NO)2(CH3OH)(H2O) (ZnBDP_NH2) (0.141 g, 

rendimiento 58%) (484.8) C, 47.07; H, 6.03; N, 20.22; encontrado C, 47.33; H, 

5.74; N, 20.07. IR (KBr) 3409(w), 3341(w), 1675(vs), 1629(w), 1571(s), 

1402(w), 1344(w), 1256(s), 1177(w), 1131(s), 1091(w), 1060(s), 1012(w), 

995(w), 951(s), 856(w), 810(w), 724(w), 662(w) cm-1. Anal. calc. para 

Zn(C12H8N4O)(C3H7NO)2(CH3OH) (ZnBDP_OH) (0.147 g, rendimiento 63%) 

(467.8) C, 48.78; H, 5.60; N, 17.96; encontrado C, 48.63; H, 5.98; N, 18.29. IR 

(KBr) 3470(br), 1675(vs), 1575(s), 1354(w), 1254(s), 1223(w), 1170(w), 

1141(w), 1125(w), 1102(w), 1058(s), 1013(w), 955(w), 867(w), 840(w), 814(w), 

720(w), 663(w), 603(w) cm-1. 
 
Síntesis de ZnBDP_OH asistida por microondas. Para llevar a cabo esta 

síntesis, se utilizó un reactor Mars 5 (potencia máxima 1600 vatios, frecuencia 

máxima 2450 MHz, USA). 8.25 mg (0.04 mmol) de H2BDP_OH y 8.78 mg de 

Zn(CH3COO)2 ó 11.26 mg Zn(2,4-pentanodionato)2 (0.04 mmol) se mezclaron 

en 1.5 mL de isopropanol utilizando un reactor de 3.5 mL. La mezcla se hizo 

reaccionar a 373 K con una rampa de calentamiento de 3 minutos con 

radiación microondas utilizando 600 vatios de potencia, sin agitación durante 1 

h. La mezcla se dejó enfriar hasta temperatura ambiente, y los sólidos blancos 

se recogieron mediante centrifugación a 14000 rpm durante 1 min, y se lavaron 

con DMF (10 mL x 3), y se secaron a vacío. Se obtuvieron buenos 

rendimientos para ambas reacciones ($ 50%).!
 
A.3 Síntesis de metalofármacos de Rutenio. 
 
Síntesis del metalofármaco [Ru(p-cimeno)Cl2(pta)] (pta: 1,3,5-triaza-7-

fosfanoadamantano) (RAPTA-C). Para la síntesis de RAPTA-C se siguió el 
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método descrito en bibliografía.3 En primer lugar, se sintetizó el precursor 

[Ru(%6-p-cimeno)Cl2]2. Para ello, se preparó una disolución de tricloruro de 

rutenio trihidratado (4.18 g, 16 mmol) y "-terpeno (21.8 g, 160 mmol) en etanol 

(250 mL) y se agitó durante 24 h en condiciones de atmósfera de nitrógeno a 

363 K. La mezcla se dejó enfriar y se filtró. A continuación, la disolución se 

concentró al rotavapor para eliminar el disolvente y el producto obtenido se 

lavó con EtOH (3 mL x 3). En estas condiciones, se obtuvieron 4.06 g del sólido 

pulverulento rojo [Ru(%6-p-cimeno)Cl2]2 (rendimiento 83.7%). 1H RMN (CDCl3) 

!: 5.45 (d, 2H), 5.32 (d, 2H), 2.90 (septeto, 1H), 2.14 (s, 3H), 1.26 (d, 6H). 

 

Una vez obtenido el intermedio, se preparó una disolución de [Ru(%6-p-

cimeno)Cl2]2 (0.2 g, 0.33 mmol) y 1,3,5-triaza-fosfanoadamantano (pta) (0.103 

g, 0.66 mmol) en 60 mL de metanol. La disolución resultante se agitó durante 

24 h calentando a 343 K. Posteriormente, se dejó enfriar y se filtró. A 

continuación, el disolvente se eliminó en el rotavapor y el residuo obtenido se 

disolvió en 20 mL de cloroformo y se volvió a filtrar. Finalmente, la disolución se 

llevó de nuevo al rotavapor y se obtuvieron, aproximadamente, 0.208 g de 

RAPTA-C como un sólido pulverulento rojizo (rendimiento 68.2%). 1H RMN 

(CDCl3) !: 5.46 (q, 4H), 4.53 (s, 6H), 4.32 (s, 6H), 2.78 (septeto, CH), 2.08 (s, 

3H), 1.22 (d, 6H). 

 

Síntesis del metalofármaco [(#6-p-cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito). 

Se disolvieron el fármaco comercial clorhidrato de mitoxantrona (C22H28N4O6 # 

2HCl) (1 mmol) con un equivalente de [Ru(p-cimeno)Cl]2Cl2 (1 mmol) en EtOH 

(200 mL) a 298 K y se agitó durante 2 h. La mezcla se dejó evaporar hasta 

sequedad, y se obtuvo un precipitado verde. El sólido se extrajo con CH2Cl2, y 

mediante la adición de n-hexano se consiguió precipitar el producto final [(%6-p-

cimeno)2Ru2mitoxantronato]Cl2 (Ru_mito) de color verde oscuro con un 

rendimiento moderado (48%). Anal. calc. para 

[(C10H14)2Ru2(C22H26N4O6)Cl2](H2O)3.5 (Ru_mito) C, 48.18; H, 5.87; N, 5.35; 

encontrado C, 48.27; H, 6.12; N, 5.57. 1H RMN (400 MHz, MeOD) !: 7.53 (s, 

2H, mito), 7.86 (s, 2H, mito), 5.67 (dd, 4H, Cim), 5.56 (d, 4H, Cim), 4.43 (dd, 

2H, mito), 3.79 (m, 4H, mito), 3.64 (m, 2H, mito), 3.36 (m, 2H, mito), 2.93 (m, 

2H, mito), 2.79 (m, 2H, Cim), 2.69 (m, 2H, mito), 2.20 (s, 6H, Cim), 2.05 (m, 2H, 
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mito), 1.23 (m, 12H, Cim). Espectro de masas ESI (MeOH) m/z +948.1844 

[[(C10H14)2Ru2(C22H26N4O6)Cl]+, 100%]. 

 
A.4 Materiales y Métodos. 
 

Análisis elemental.  

 

La determinación del contenido en carbono, hidrógeno y nitrógeno de los 

diferentes compuestos se ha realizado en un analizador elemental THERMO 

SCIENTIFIC Modelo Flash 2000 compuesto por una microbalanza de precisión 

METTLER M-3, disponible en el Centro de Instrumentación Científica de la 

Universidad de Granada. Para la muestra CPO-27-Ni@RAPTA-C se utilizó un 

analizador elemental Carlo Erba 1108 de la Universidad Metropolitana de 

Londres, Reino Unido. 

 

Espectroscopía infrarroja.  

 

Los espectros IR se han obtenido en un espectrofotómetro con transformada 

de Fourier THERMO NICOLET IR200 (Departamento de Química Inorgánica de 

la Universidad de Granada) empleando KBr como medio dispersante en las 

pastillas. Para la muestra CPO-27-Ni y sus derivados se utilizó un 

espectrómetro Perkin Elmer Spectrum GX, disponible en la Escuela de Química 

de la Universidad de Saint Andrews, Escocia. La presencia de NO en la matriz 

porosa se confirmó mediante espectroscopía IR utilizando un 

espectrofotómetro Bruker Equinox 55, equipado con un detector MCT y con 

una resolución espectral de 2 cm-1, disponible en la Facultad de Química de la 

Universidad Jaguelónica, Polonia. 

 

Identificación de NO mediante espectroscopía infrarroja. Antes del proceso de 

adsorción, el gas NO se destiló mediante ciclos de congelación/descongelación 

con el fin de eliminar cualquier traza o impureza. Para los estudios de IR, las 

muestras CPO-27-Ni y CPO-27-Ni@RAPTA-C se compactaron en forma de 

obleas y se activaron en la propia celda del espectrofotómetro de IR. En primer 

lugar, se hizo vacío en la celda del espectrofotómetro a temperatura ambiente 
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durante 30 min y, posteriormente, las muestras se calentaron a 423 K con una 

rampa de calentamiento de 5 K/min, y se mantuvo a esta temperatura y a vacío 

durante 12 h. Las medidas de adsorción se llevaron a cabo por IR utilizando 

una celdilla con volumen calibrado (5 cm3). Posteriormente, el NO se introdujo 

en la celdilla y se expusieron las muestras a este gas.  

  

Resonancia magnética nuclear.  

 

Los espectros de RMN control del RAPTA-C y de su precursor [Ru(%6-p-

cimeno)Cl2]2, del ligando Boc2L4 y sus precursores, del compuesto Ru_Mito y 

los estudios de su interacción con los aminoácidos N y S dadores, y de los 

ligandos H2BDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH) se registraron en un espectrómetro 

de RMN de 400 MHz (2 canales) VARIAN INOVA UNITY que se encuentra en 

el Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. Los 

espectros fueron registrados en CDCl3 (para el RAPTA-C y su precursor, y el 

Boc2L4 y su precursor), MeOD (para el Ru_mito, Ru_mito + cisteína, Ru_mito 
+ histidina) y DMSO-d6 (para los ligandos H2BDP_X y sus precursores, y para 

Ru_mito + glutatión). 

 

Caracterización estructural mediante difracción de rayos X en polvo.  

 

Los datos de difracción de rayos X en polvo han permitido resolver la estructura 

de [Ni8(OH)4(H2O)2(4,4´-(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazolato)6]n. 

Previamente a la medida, el compuesto fue manualmente molturado usando un 

mortero de ágata y, posteriormente, depositado en el orificio de un 

portamuestras de aluminio de fondo cero. Los datos de difracción de rayos X 

se midieron en un difractómetro Bruker AXS D8 Advance (disponible en el 

Departamento de Ciencias Químicas y Ambientales de la Universidad de 

Isubria, Como, Italia), equipado con una fuente de radiación CuK& (' = 1.5418 

Å), un filtro de Ni en el haz difractado y un detector lineal Lynxeye. El 

generador se fijó a 40 kV y 40 mA. La resolución de la estructura cristalina 

mediante métodos computacionales ab initio fue llevada a cabo por el grupo del 

Prof. Norberto Masciocchi (Universidad de Isubria, Como, Italia). Los datos 

detallados referentes al registro del difractograma, así como la resolución 
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estructural se pueden consultar en los artículos correspondientes que se 

adjuntan como anexos. 

 

Por otra parte, se han medido de forma rutinaria difractogramas de RX en polvo 

de los distintos MOFs con objeto de comprobar la pureza de fase de los 

materiales obtenidos en diferentes síntesis, verificar la cristalinidad de estos 

materiales después la encapsulación de fármacos o después de los ensayos 

de estabilidad química o mecánica, etc. Estos difractogramas de RX en polvo 

se han registrado en un difractómetro Bruker D2-PHASER (disponible en el 

Departamento de Química Inorgánica de la Universidad de Granada) usando 

radiación CuK& (' = 1.5418 Å), y un detector Lynxeye. Antes de las medidas, 

los compuestos siempre se han molturado manualmente usando un mortero de 

ágata y, posteriormente, se han depositado en el orificio de un portamuestras 

de monocristal de silicio de fondo cero. Los datos se registraron en un rango 2# 

de 3-35º cada 0.02º y a intervalos de tiempo de 0.5 segundos. Sólo en el caso 

de la matriz CPO-27-Ni y sus derivados se ha utilizado un difractómetro Stoe 

Stadip, disponible en la Escuela de Química de la Universidad de Saint 

Andrews, Escocia. Los datos se registraron en un rango de 2# de 5-50º cada 

0.02º, usando radiación CuK& (' = 1.5418 Å). Por otra parte, los difractogramas 

de RX en polvo para la serie ZnBDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH) (seguimiento 

de la síntesis de nanopartículas y estudios de estabilidad coloidal) se han 

medido en un difractómetro Bruker D8 Advance, disponible en la Universidad 

de Versailles-St-Quentin, Francia. Los datos se registraron en un rango de 2# 

de 2-50º cada 0.02º y 22 segundos en cada paso, usando radiación 'Cu, K&1, 

K&2 (' = 1.54051, 1.54433 Å). 

 

Estudio del tamaño de partícula de las redes metalorgánicas.  

 

Para el estudio del tamaño de partícula de 1, CPO-27-Ni, MIL-100(Fe) y la 

serie ZnBDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH) se han utilizado distintas técnicas.  
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Dispersión dinámica de la luz (DLS).  

 

Las medidas de dispersión dinámica de la luz para la serie ZnBDP_X (X = H, 

NO2, NH2 y OH) se realizaron en un Malvern Nano-ZS, Zetasizer Nano, 

disponible en la Universidad de Versailles-St-Quentin, Francia. Para las 

medidas de dispersión de las muestras se suspendió el compuesto 

desolvatado en el disolvente a estudiar con una concentración final de 1 

mg/mL. Utilizando una punta sonicadora Digital Sonifer 450 Branson, las 

suspensiones se sonicaron a diferentes amplitudes (desde 10% a 40%) 

durante 0.5 ó 1 min. Para amplitudes mayores a 20% se utilizó un baño de 

hielo para evitar la agregación de las partículas por el calor.  

 

Microscopía Electrónica de Barrido (SEM).  
 
Las imágenes de 1 y CPO-27-Ni se obtuvieron utilizando un Microscopio 

Electrónico de Barrido de Presión Variable, de Alta Resolución (FESEM) Zeiss 

SUPRA40VP. Las imágenes de alta resolución se obtuvieron utilizando 

electrones secundarios, y operando a voltaje bajo, 3 kV, y alto vacío. Dado que 

las muestras no son conductoras, es necesario recubrirlas de una fina capa de 

carbono, evitando así la acumulación de cargas sobre la superficie. Tanto las 

medidas de microscopía como la preparación de muestras fueron llevadas a 

cabo en el Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. 

Las imágenes de ZnBDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH) se obtuvieron utilizando 

un Microscopio Electrónico de Barrido JEOL JSM 6335F a 15 KV acoplado a 

una unidad Oxford Instrument X-Max 80 mm2 disponible en la Universidad de 

Versailles-St-Quentin, Francia. Dado que las muestras no son conductoras, es 

necesario recubrirlas de una fina capa de oro, evitando así la acumulación de 

cargas sobre la superficie. 

 

Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM).  
 
Las imágenes de MIL-100(Fe) y sus derivados se obtuvieron utilizando un 

Microscopio Electrónico de Transmisión de Alta Resolución (HR-TEM) LIBRA 

120 PLUS de Carl Zeiss SMT del Centro de Instrumentación Científica de la 
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Universidad de Granada. Las imágenes de alta resolución se obtuvieron 

utilizando un filamento LaB6 como fuente de electrones, y operando con un 

voltaje de entre 80 y 120 KV.  Asimismo, el análisis químico puntual de las 

muestras se llevó a cabo mediante espectroscopía de energía dispersiva de 

rayos X mediante un detector XEDS_Oxford INCA 350. 

 

Caracterización textural. Medida de las isotermas de adsorción de N2.  

 

Se midieron las isotermas de adsorción de N2 a 77 K de las redes 

metalorgánicas con el objetivo de establecer si su porosidad era permanente, 

así como de determinar su superficie específica y/o volumen de poros. En la 

mayoría de los casos estas medidas se realizaron en un equipo Micromeritics 

Tristar 3000 de adsorción volumétrica del Departamento de Petrología y 

Mineralogía de la Universidad de Granada. Por su parte, el compuesto CPO-
27-Ni y sus derivados fueron medidos en un equipo Micromeritics Tristar 3000 

de adsorción volumétrica de la Escuela de Química de la Universidad de Saint 

Andrews, Escocia.  

 

En todos los casos, el análisis de los datos obtenidos mediante el método de 

Brunauer-Emmet-Teller (BET) permitió determinar el área superficial específica 

de cada una de las muestras. Antes de llevar a cabo las medidas, las muestras 

se activaron mediante calentamiento -[Ni8(OH)4(H2O)2(4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-
diil)bispirazolato)6]n (1) (403 K, 7h); CPO-27-Ni (423 K, 12h); MIL-100(Fe) 
(473 K, 7h); ZnBDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH) (453 K, 12h)- y a vacío a 10-6 

bar (excepto para el CPO-27-Ni donde se utilizó 10-4 bar). Las muestras 

cargadas con fármacos también se activaron en las siguientes condiciones de 

calentamiento: 1@RAPTA-C (373 K, 7h); CPO-27-Ni@RAPTA-C (423 K, 12h); 

MIL-100(Fe)@RAPTA-C (373 K, 7h); MIL-100(Fe)@Ru_Mito (373 K, 7h), 

ZnBDP_X@RAPTA-C (373 K, 7h) y ZnBDP_X@Mitoxantrona (373 K, 7h)- y 

de vacío a 10-6 bar (excepto para el CPO-27-Ni@RAPTA-C que se utilizó 10-4 

bar). Hay que recordar que en el caso del compuesto 1, las muestras habían 

sido intercambiadas previamente con CH2Cl2 durante 7h. Para ello, 100 mg del 

sólido inicial 1@H2O@DMF se suspendieron durante 4 h en 200 mL de CH2Cl2 

bajo agitación para obtener el sólido intercambiado 1@CH2Cl2. 
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Análisis termogravimétrico.  

 

Los análisis de termogravimetría y calorimetría diferencial de barrido se 

llevaron a cabo mediante un analizador termogravimétrico SHIMADZU-TGA-

50H/DSC, con un espectrofotómetro de infrarrojo por transformada de Fourier 

(IRFT) NICOLET mod. 550 acoplado, en atmósfera reactiva de aire y con una 

rampa de calentamiento de 20 K min-1, disponible en el Centro de 

Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. Sólo en el caso del 

CPO-27-Ni y sus derivados se utilizó un equipo NETZSCH TG 209, con una 

rampa de calentamiento de 5 K min-1 en atmósfera reactiva de aire, disponible 

en la Escuela de Química de la Universidad de Saint Andrews, Escocia. 

 

Ensayos de estabilidad mecánica de la red metalorgánica 1. 

 

Para evaluar la estabilidad mecánica del compuesto 1, se prepararon pastillas 

de, aproximadamente, 100 mg del MOF, y se le aplicaron valores específicos 

de presión de 1 y 2 toneladas cm-2 durante 1 minuto utilizando una prensa. A 

continuación, se molturaron las pastillas y se registraron los correspondientes 

difractogramas de rayos X en polvo (difractómetro Bruker D2-PHASER) para 

comprobar si la cristalinidad de 1 se había modificado. Finalmente, se midieron 

las isotermas de adsorción/desorción de N2 a 77 K (Micromeritics Star 3000) en 

el rango de bajas presiones (0 - 1 atm) para comprobar si el material seguía 

siendo poroso. 

 

Ensayos de estabilidad química de las matrices porosas 1, CPO-27-Ni y 

ZnBDP_X.  

 

Para la evaluación de la estabilidad química se agitó el compuesto objeto de 

estudio en disoluciones acuosas a distinto pH y en disolventes orgánicos 

comunes a temperatura ambiente y a reflujo durante diferentes períodos de 

tiempo. Se realizaron varias experiencias.  

 

Para evaluar la estabilidad química del compuesto 1, en primer lugar, se 

agitaron 5 mg de la especie 1@H2O@DMF en una disolución acuosa de NaOH 
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(0.05M) (2.5 mL) a temperatura ambiente durante 24 h. También, se 

sometieron 20 mg de 1@H2O@DMF a condiciones de reflujo en metanol y 

agua (20 mL), durante 24 h. Finalmente, se tomaron 20 mg de 1@H2O@DMF y 

se agitaron en 40 mL de fluido corporal simulado (FCS) a 310 K durante una 

semana. Después de cada ensayo, se recuperó el sólido por filtración y se 

registró el correspondiente difractograma de RX en polvo con el fin de 

comprobar la estabilidad química del compuesto.  

 

Por otro lado, para el estudio de la estabilidad química del compuesto CPO-27-
Ni se pesaron 5 mg de CPO-27-Ni, previamente activado, y se agitaron en 10 

mL de MeOH, CH2Cl2 y THF, todo ellos anhidros, durante 3 días a temperatura 

ambiente. Después, se recuperaron las muestras por filtración y se registraron 

los correspondientes difractogramas de RX en polvo, con el fin de comprobar la 

estabilidad química del compuesto. Asimismo, se midieron las isotermas de N2 

a 77 K, con el fin de comprobar si el CPO-27-Ni seguía siendo poroso tras los 

diferentes tratamientos químicos.  

 

Finalmente, para el estudio de la estabilidad química del compuesto ZnBDP se 

suspendieron 20 mg de ZnBDP, previamente activado, en 40 mL de MeOH a 

temperatura ambiente durante 4 h. Después, la suspensión se filtró y se 

registró el correspondiente difractograma de RX en polvo, con el fin de 

comprobar la estabilidad química del compuesto. 

 

Ensayos de estabilidad coloidal de las nanopartículas de ZnBDP_X (X = H, 

NO2, NH2 y OH). 

 

Para evaluar la estabilidad coloidal de ZnBDP_X se utilizaron diferentes 

medios fisiológicos simulados. Estos estudios se llevaron a cabo utilizando la 

instrumentación disponible en la Universidad de Versailles-St-Quentin, Francia. 

 

- Preparación de medios fisiológicos simulados (intravenosos y orales): 

 

Todos los medios se prepararon doblemente concentrados, teniendo en cuenta 

la dilución inicial a (. La disolución de PBS (doblemente concentrada) se 
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preparó diluyendo un sobre preparado de PBS (P4417, Sigma Aldrich) en la 

mitad de volumen indicado. La disolución de PBS dopada con BSA (albúmina 

de suero bovino) se preparó añadiendo la albúmina lentamente en agitación 

hasta conseguir una concentración final del 10.8% p/v. La mezcla se agitó 

durante 1.5 h, hasta conseguir la completa disolución del sólido y obtener una 

mezcla viscosa.  

 

La disolución de fluido intestinal simulado (SIF) se preparó siguiendo el método 

descrito en la European Pharmacopeia 7.0.4 En primer lugar, se disolvieron 3.4 

g de KH2PO4 en 125 mL de agua MilliQ, y se añadieron 38.5 mL de una 

disolución de NaOH (0.2 M) bajo agitación. Posteriormente, se añadió agua 

MilliQ hasta alcanzar un volumen total de 250 mL, y se ajustó el pH a 6.8 con 

una disolución de NaOH (2 M). A partir de la disolución de SIF, se preparó la 

disolución de SIF de baja fuerza iónica (SIF diluido 1/25, abreviado como lis-

SIF). Mediante el uso de fluido intestinal diluido (lis-SIF) se pretende evitar la 

posible desestabilización de las nanopartículas causada por las sales 

presentes en el medio, ya que se trata de un medio con una concentración de 

electrolitos baja que permite diferenciar y estudiar el efecto de las proteínas o 

enzimas en la estabilidad coloidal de la suspensión. A continuación, para 

preparar la disolución de fluido intestinal simulado dopado con pancreatina, se 

añadió pancreatina a una disolución de lis-SIF (doblemente concentrada) en 

agitación hasta conseguir una concentración final del 2% p/v, y se agitó durante 

3 horas. Posteriormente, la disolución se centrifugó (10500 rpm, 10 min) para 

eliminar los agregados de pancreatina. La suspensión sobrenadante se utilizó 

para las medidas de estabilidad coloidal del ZnBDP_OH. De forma similar, para 

preparar la disolución de fluido corporal simulado dopado con mucina, se 

añadió mucina a una disolución de lis-SIF (doblemente concentrada) hasta 

alcanzar una concentración final del 10% p/v, y se agitó durante 3.5 h, hasta 

conseguir una mezcla densa. Antes de llevar a cabo los análisis, los medios 

fisiológicos simulados se mantuvieron a 310 K en una incubadora. Todos los 

medios se utilizaron frescos, con el fin de evitar la oxidación de las enzimas y 

de las proteínas. 
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- Ensayos de estabilidad coloidal de las nanopartículas de ZnBDP_X: 

 

En primer lugar, se estudió la estabilidad coloidal de la serie activada 

ZnBDP_OH suspendiendo 1 mg de nanoMOF en 10 mL de diferentes 

disoluciones (agua MilliQ, una disolución de NaCl (1 mM), etanol y DMF) 

(concentración final 0.1 mg/mL). Posteriormente, las suspensiones se 

sonicaron utilizando una punta sonicadora (Digital Sonifer 450, Branson) en 

diferentes condiciones de amplitud y tiempo de sonicación (de 10 a 40 % y de 

30 segundos a 1 minuto, respectivamente), y se realizaron medidas de DLS 

(Malvern Nano-ZS, Zetasizer Nano) a 298 K con el fin de determinar el tamaño 

de partícula y la carga superficial (potencial )). Para los casos en los que 

durante la sonicación se han aplicado amplitudes mayores del 20%, se utilizó 

un baño de hielo para evitar la posible agregación producida por el calor. 

Finalmente, las nanopartículas se filtraron y se registraron los difractogramas 

de RX en polvo para comprobar la estabilidad química de los compuestos. 

 

A continuación, se estudió el efecto del pH en la estabilidad de los nanoMOFs 

ZnBDP_X. En primer lugar, se prepararon suspensiones de 10 mg de 

nanoMOF activado en 100 mL de agua MilliQ (concentración final 0.1 mg/mL). 

Las medidas de pH se realizaron utilizando un pH-metro Thermo Scientific ATI 

Orion, 8163. A diferentes valores de pH, la suspensión previamente agitada 

(1.5 mL), se dispersó con una punta sonicadora (utilizando un 10% de amplitud 

durante 1 minuto) y se realizaron medidas de DLS a 298 K con el fin de 

determinar el tamaño de partícula y el potencial ). El valor del pH de las 

disoluciones se ajustó (en un rango de entre 1 y 12) añadiendo bajo agitación 

disoluciones diluidas de NaOH y HCl (0.03 M). Por otro lado, la estabilidad 

química de la serie isorreticular ZnBDP_X se estudió mediante difracción de 

RX en polvo suspendiendo 2 mg de nanoMOF en 1 mL de agua MilliQ a 

diferentes valores de pH (1.2, 3, 8 y 12), y se mantuvieron en una incubadora 

con agitación orbital a 310 K durante 1 hora. Posteriormente, las 

nanopartículas se filtraron y se registraron los difractogramas de RX en polvo 

para comprobar su estabilidad química.  
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Finalmente, se estudió en profundidad la evolución de la estabilidad coloidal de 

las nanopartículas de ZnBDP_OH en agua MilliQ, en condiciones intravenosas 

y en condiciones orales a tiempos cortos (10 min) y durante un período largo 

(24 h) a 310 K. En primer lugar, se suspendieron 2 mg de ZnBDP_OH en 10 

mL de agua MilliQ y se sonicaron durante 1 minuto al 10%. Posteriormente, se 

realizaron medidas de DLS tras mezclar las suspensiones del nanoMOF 

preparadas en agua MilliQ con diferentes medios (en un ratio 1:1): agua MilliQ, 

en tampón fosfato salino (Phosphate Buffered Saline, PBS), en PBS dopado 

con albumina de suero bovino (Bovine Serum Albumin, BSA) a diferentes 

concentraciones -PBS+BSA (0.54% p/v) y PBS+BSA (5.4% p/v)-, en fluido 

intestinal simulado (Simulated body fluid, SIF), fluido intestinal diluido (lis-SIF) y 

en lis-SIF dopando con pancreatina y mucina a diferentes concentraciones -lis-

SIF+pancreatina (0.1% p/v), lis-SIF+pancreatina (1% p/v), lis-SIF+mucina 

(0.05% p/v) y lis-SIF+mucina (0.5% p/v)-. Todos los medios se prepararon con 

una concentración doble ya que se ha considerado la dilución a ( previa a las 

medidas de DLS (con una concentración final de ZnBDP_OH de 0.1 mg/mL). 

Después de mezclar la suspensión de las nanopartículas de ZnBDP_OH en 

agua MilliQ con los diferentes medios fisiológicos, no se volvió a sonicar la 

mezcla, puesto que lo que se pretendía era evaluar la evolución de la 

estabilidad coloidal en presencia del medio biológico. Todos los estudios 

cinéticos se realizaron a 310 K utilizando disoluciones previamente incubadas a 

esa temperatura y ajustando la temperatura del soporte de la cubeta del DLS. 

Las medidas de DLS se realizaron a diferentes tiempos: en detalle durante los 

primeros 10 minutos y, a continuación, a 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 y 24 horas. Cada 

experimento se realizó por triplicado. En todos los estudios de estabilidad, se 

midió tanto el tamaño como la carga superficial de las nanopartículas (potencial 

)). En paralelo, se estudió la cristalinidad de las suspensiones filtradas 

mediante difracción de RX en polvo a diferentes tiempos (1, 2, 4, 6 y 24 horas).  
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A.5 Estudios de incorporación de moléculas bioactivas en las redes 
metalorgánicas. 
 
Incorporación de las drogas RAPTA-C, Ru_mito y mitoxantrona.  

 
Los procesos de adsorción de las drogas en las matrices porosas (isotermas de 

adsorción sólido-líquido a 298 K) así como las cinéticas de liberación de los 

fármacos en fluido corporal simulado (FCS a 310 K) se monitorizaron mediante 

UV-vis. Para el estudio de la incorporación/liberación de RAPTA-C en 1, 

RAPTA-C y Ru(H2O)3Cl3 en MIL-100(Fe), y RAPTA-C y mitoxantrona en 

ZnBDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH), el espectrofotómetro utilizado fue un 

Thermo Unicam UV 300 (Departamento de Química Inorgánica de la 

Universidad de Granada). Sin embargo, para el estudio de la 

incorporación/liberación de RAPTA-C en el CPO-27-Ni se empleó un 

espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda 35 UV/VIS, disponible en la Escuela 

de Química de la Universidad de Saint Andrews, Escocia. En todos los casos, 

los espectros fueron registrados a temperatura ambiente (para los procesos de 

adsorción) y a 310 K (para los procesos de liberación) en un rango de longitud 

de onda entre 250 - 600 nm. Según el caso, el proceso de carga de la droga en 

el MOF correspondiente se realizó utilizando distintos disolventes: 1@RAPTA-
C (agua destilada), MIL-100(Fe)@Ru(H2O)3Cl3 (acetona), 

MIL100(Fe)@RAPTA-C (etanol absoluto), CPO-27-Ni@RAPTA-C (MeOH, 

CH2Cl2 y THF), ZnBDP_X@Mitoxantrona (MeOH) y ZnBDP_X@RAPTA-C 

(MeOH). Sin embargo, en todos los casos, se estudió el proceso de liberación 

de la droga en fluido corporal simulado. El análisis de los datos obtenidos 

permitió calcular la carga máxima de cada fármaco, así como la reversibilidad 

del proceso de adsorción y la cinética de liberación del mismo en fluido 

corporal simulado. 

 

Por otra parte, la máxima cantidad de fármaco incorporado a las redes porosas 

también se confirmó con otras técnicas como análisis elemental, 

termogravimetría y reflectancia total atenuada (ATR). En este último caso, 

utilizando un espectrofotómetro JASCO 6200, con software SPECTRA 
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MANAGER v2 disponible en el Centro de Instrumentación Científica de la 

Universidad de Granada. 

 

En el caso de la incorporación de la mitoxantrona a la serie ZnBDP_X (H = H y 

NH2), la cantidad de fármaco adsorbido en la red porosa también se determinó 

mediante reflectancia difusa (DR). El espectrofotómetro utilizado para estas 

medidas es un VARIAN, mod. CARY-5E, dotado con un dispositivo “mantis 

religiosa” para el análisis de pequeñas cantidades de muestra sólida disponible 

en el Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. 

 

Isotermas de adsorción de las drogas sólido-líquido. 

 

Antes de estudiar la encapsulación de las drogas todas las matrices porosas 

fueron activadas. 

 
- Medida de la isoterma de adsorción de RAPTA-C en [Ni8(OH)4(H2O)2(4,4´-
(buta-1,3-diino-1,4-diil)bispirazolato)6]n (1) (1@RAPTA-C) a 298 K. El 

proceso de adsorción se llevó a cabo mediante la impregnación de la red 

porosa activada 1 en disoluciones acuosas de RAPTA-C con concentraciones 

crecientes (C0 = 0.022 - 0.0043 - 0.0086 - 0.0129 - 0.0151 - 0.0173 - 0.0216 - 

0.0281 - 0.0345 M). Con este objetivo, se prepararon disoluciones con 5 - 10 - 

20 - 30 - 35 - 40 - 50 - 65 - 80 mg, respectivamente, de RAPTA-C en 5 mL de 

agua destilada y para asegurar la completa disolución del RAPTA-C se 

agitaron durante toda la noche a temperatura ambiente. A continuación, se 

añadieron 10 mg de 1 a cada una de las disoluciones anteriores y se agitó 

durante 4 h para dejar que se alcanzara el equilibrio de adsorción. 

Posteriormente, cada muestra se centrifugó en una centrífuga Sigma 3-30 K, 

utilizando tubos provistos de una membrana de polietersulfona (30.000 KDa), a 

8000 rpm durante 10 min, de manera que la matriz porosa con el RAPTA-C 

encapsulado, 1@RAPTA-C, quedó en el filtro y, en disolución, el RAPTA-C que 

no había sido incorporado a la red porosa 1. A continuación, se registraron los 

espectros de UV-visible de las diferentes disoluciones de RAPTA-C. A partir de 

la intensidad de la banda característica del RAPTA-C a 323 nm y, aplicando la 

ley de Lambert Beer, se pudo determinar la concentración de RAPTA-C en la 
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disolución y, teniendo en cuenta la concentración de RAPTA-C inicial (C0), se 

pudo calcular la cantidad de RAPTA-C adsorbida en 1 (3.97 mmol de RAPTA-C 

por mmol de 1). Estos datos permitieron representar la isoterma de adsorción 

de RAPTA-C y determinar la carga máxima de 1 en agua destilada y a 

temperatura ambiente.  

 

- Medida de la isoterma de adsorción de RAPTA-C en ZnBDP 

(ZnBDP@RAPTA-C) a 298 K. El proceso de adsorción se llevó a cabo 

mediante la impregnación de la red porosa activada ZnBDP en disoluciones de 

RAPTA-C en metanol con concentraciones crecientes (C0 = 0.0008, 0.0017, 

0.0035, 0.0043, 0.0052, 0.006, 0.0069, 0.0086 y 0.0104 M). Con este objetivo, 

se prepararon disoluciones con 4, 8, 16, 20, 24, 28, 32, 40 y 48 mg, 

respectivamente, de RAPTA-C en 10 mL de metanol y para asegurar la 

completa disolución del RAPTA-C se agitaron durante toda la noche a 

temperatura ambiente. A continuación, se añadieron 10 mg de ZnBDP a cada 

una de las disoluciones anteriores y se agitaron durante 4 h para dejar que se 

alcanzara el equilibrio de adsorción. Posteriormente, cada muestra se 

centrifugó en una centrífuga Sigma 3-30 K, utilizando tubos provistos de una 

membrana de polietersulfona (30.000 KDa), a 8000 rpm durante 10 min, de 

manera que la matriz porosa con el RAPTA-C encapsulado, ZnBDP@RAPTA-
C, quedara en el filtro y, en disolución, el RAPTA-C que no había sido 

incorporado a la red porosa ZnBDP. A continuación, se registraron los 

espectros de UV-visible de las diferentes disoluciones de RAPTA-C. A partir de 

la intensidad de la banda característica del RAPTA-C a 338 y 466 nm y, 

aplicando la ley de Lambert Beer, se pudo determinar la concentración de 

RAPTA-C en la disolución y, teniendo en cuenta la concentración de RAPTA-C 

inicial (C0), se pudo calcular la cantidad de RAPTA-C adsorbida en ZnBDP 
(0.55 mmol de RAPTA-C por mmol de ZnBDP). Estos datos permitieron 

representar la isoterma de adsorción de RAPTA-C y determinar la carga 

máxima de RAPTA-C en ZnBDP utilizando metanol como disolvente y a 

temperatura ambiente.  

 

- Incorporación de RAPTA-C en CPO-27-Ni a 298 K. En primer lugar se 

prepararon disoluciones de RAPTA-C (saturadas al 80%) en diferentes 
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disolventes anhidros (metanol, tetrahidrofurano y diclorometano). El proceso de 

adsorción se llevó a cabo a 298 K suspendiendo 90 mg de CPO-27-Ni activado 

en cada una de las disoluciones de RAPTA-C en agitación durante 24 h para 

dejar que se alcanzara el equilibrio de adsorción. Posteriormente, cada una de 

las muestras se centrifugó a 4000 rpm durante 10 minutos hasta separar la 

matriz cargada CPO-27-Ni@RAPTA-C de la disolución con el RAPTA-C que 

no se había adsorbido. A partir de la intensidad de la bandas características del 

RAPTA-C en los diferentes disolventes: 339 y 470 nm (CH2Cl2), 338 y 466 nm 

(MeOH) y 336 y 432 nm (THF) y, aplicando la ley de Lambert Beer, se pudo 

determinar la concentración de RAPTA-C en las tres disoluciones y, teniendo 

en cuenta la concentración de RAPTA-C inicial (C0), se pudo calcular la 

cantidad de RAPTA-C adsorbida en el CPO-27-Ni (0.23 mmol de RAPTA-C por 

mmol de CPO-27-Ni en CH2Cl2, 0.13 mmol de RAPTA-C por mmol de CPO-27-
Ni en MeOH y 0.02 mmol de RAPTA-C por mmol de CPO-27-Ni en THF). Anal. 

calc. para Ni2(H2O)2(C8H2O6)(H2O)8(C16H25Cl2N3PRu)0,23 (H2O) (CPO-27-
Ni@RAPTA-C) (utilizando CH2Cl2 como disolvente) C, 22.81; H, 4.88; N, 1.57; 

encontrado C, 22.20; H, 4.22; N, 1.90. Residuo calculado tras el tratamiento 

térmico de CPO-27-Ni@RAPTA-C: (NiO)2(RuO2)0.23: 32.49%; encontrado:  

32.84%. 
 

- Incorporación de RAPTA-C en MIL-100(Fe) (MIL-100(Fe)@RAPTA-C): En 

primer lugar se preparó una disolución de RAPTA-C (0.086 M) en etanol 

absoluto. El proceso de adsorción se llevó a cabo a 298 K suspendiendo 100 

mg de MIL-100(Fe) activado en la disolución de RAPTA-C en agitación durante 

24 h para dejar que se alcance el equilibrio de adsorción. Posteriormente, la 

muestra se centrifugó en una centrífuga Sigma 3-30 K, utilizando tubos 

provistos de una membrana de polietersulfona (30.000 KDa), a 8000 rpm 

durante 10 min, de manera que la matriz porosa con el RAPTA-C encapsulado, 

MIL-100(Fe)@RAPTA-C, quede en el filtro y, en disolución, el RAPTA-C que 

no ha sido incorporado a la red porosa MIL-100(Fe). A partir de la intensidad 

de la bandas características del RAPTA-C en etanol (352 y 490 nm) y, 

aplicando la ley de Lambert Beer, se determinó la concentración de RAPTA-C 

en la disolución y, teniendo en cuenta la concentración de RAPTA-C inicial 

(C0), se calculó la cantidad de RAPTA-C adsorbida en MIL-100(Fe) (0.82 mmol 



DETALLES EXPERIMENTALES 
!

 263 

de RAPTA-C por mmol de MIL-100(Fe)). Anal. calc. para 

Fe3O(H2O)2F(C6H3(CO2)3)2(H2O)9(C16H25Cl2N3PRu)0.8 (C6H12PN3)0.45 (MIL-
100@RAPTA-C) C, 32.05; H, 4.29; N, 4.18; encontrado C, 32.62; H, 6.28; N, 

4.28. Residuo calculado tras el tratamiento térmico de MIL-100(Fe)@RAPTA-
C: (Fe3O4)(RuO2)0.8 : 32.59%; encontrado:  30.91%. 
 

- Incorporación de RAPTA-C y mitoxantrona en ZnBDP_X (X = X, NO2, NH2 y 

OH). En primer lugar, se prepararon disoluciones de RAPTA-C o mitoxantrona 

(saturadas al 80%) en metanol, y se suspendieron 100 mg de ZnBDP_X en 

cada una de las disoluciones a 298 K en agitación durante 4 h, con el fin de 

alcanzar el equilibrio de adsorción. Posteriormente, cada muestra se centrifugó 

en una centrífuga Sigma 3-30 K, utilizando tubos provistos de una membrana 

de polietersulfona (30.000 KDa), a 8000 rpm durante 10 min, de manera que se 

consiguió separar la matriz cargada ZnBDP_X@RAPTA-C o 

ZnBDP_X@Mitoxantrona de la disolución con el RAPTA-C o la mitoxantrona 

que no se había adsorbido. A partir de la intensidad de la bandas 

características del RAPTA-C en metanol (338 y 466 nm) o de mitoxantrona 

(614 y 663) y, aplicando la ley de Lambert Beer, se pudo determinar la 

concentración de RAPTA-C y mitoxantrona para los cuatro MOFs de la serie y, 

teniendo en cuenta la concentración de RAPTA-C o mitoxantrona inicial (C0), 

se calculó la cantidad de RAPTA-C o mitoxantrona adsorbida en ZnBDP_X 
(0.55 mmol mmol-1 en ZnBDP, 0.22 mmol mmol-1 en ZnBDP_NO2, 0.12 mmol 

mmol-1 en ZnBDP_NH2 y 0.15 mmol mmol-1 en ZnBDP_OH para el RAPTA-C, 

y 0.50 mmol mmol-1 en ZnBDP y 0.21 mmol mmol-1 en ZnBDP_NH2 para la  

mitoxantrona).  

 

Determinación de la cantidad máxima de droga incorporada en los MOFs 

mediante otras técnicas. 

 

Análisis elemental: 

 

Anal. calc. para Zn(C12H8N4)(C16H25Cl2N3PRu)0.55(H2O)2 (ZnBDP@RAPTA-C) 

(563.93) C, 44,30; H, 4,60; N,14,03; encontrado C, 44.37; H, 5.65; N, 14.60.  
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Anal. calc. para Zn(C12H7N5O2)(C16H25Cl2N3PRu)0.22(CH3OH)1.5(H2O) 
(ZnBDP_NO2@RAPTA-C) (486.4) C, 42.03; H, 4.25; N,16.30; encontrado C, 

41.23; H, 6.54; N, 16.40.  

 

Anal. calc. para Zn(C12H9N5)(C16H25Cl2N3PRu)0.11(CH3OH)1.5(H2O)2 

(ZnBDP_NH2@RAPTA-C) (423.57) C, 43.27; H, 5.18; N,17.63; encontrado C, 

43.55; H, 7.91; N, 17.30.  

 

Anal. calc. para Zn(C12H8N4O)(C16H25Cl2N3PRu)0.15(H2O)1.5 

(ZnBDP_OH@RAPTA-C) (385.92) C, 44.81; H, 3.85; N,16.15; encontrado C, 

43.90; H, 4.90; N, 16.12. 

 

Anal. calc. para Zn(C12H8N4)(C22H28N4O6)0.5(CH3OH)(H2O) 
(ZnBDP@Mitoxantrona) (545.91) C, 52,8; H, 5,16; N,15,39; encontrado C, 

51,57; H, 4,88; N, 16,64.  

 

Anal. calc. para Zn(C12H9N5)(C22H28N4O6)0.2(H2O)4(C3H7NO) 
(ZnBDP_NH2@Mitoxantrona) (522.67) C, 44,58; H, 5,7; N,18,22; encontrado 

C, 43,23; H, 4,75; N, 18,57. 

 

Termogravimetría: 

 

Residuo calculado tras el tratamiento térmico de 

Zn(C12H8N4)(C16H25Cl2N3PRu)0.55(H2O)2 (ZnBDP@RAPTA-C): (ZnO)(RuO2)0.55: 

29.31%; encontrado:  32.12%. 
 

Residuo calculado tras el tratamiento térmico de 

Zn(C12H7N5O2)(C16H25Cl2N3PRu)0.22(CH3OH)1.5(H2O) (ZnBDP_NO2@RAPTA-
C): (ZnO)(RuO2)0.22: 28.77%; encontrado:  29.35%. 
 

Residuo calculado tras el tratamiento térmico de 

Zn(C12H9N5)(C16H25Cl2N3PRu)0.11(CH3OH)1.5(H2O)2 (ZnBDP_NH2@RAPTA-C): 

(ZnO)(RuO2)0.11: 27.50%; encontrado:  29.88%. 
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Residuo calculado tras el tratamiento térmico de 

Zn(C12H8N4O)(C16H25Cl2N3PRu)0.15(H2O)1.5 (ZnBDP_OH@RAPTA-C): 

(ZnO)(RuO2)0.15: 26.26%; encontrado:  27.92%. 
 

Residuo calculado tras el tratamiento térmico de 

Zn(C12H8N4)(C22H28N4O6)0.5(CH3OH)(H2O) (ZnBDP@Mitoxantrona): (ZnO): 

26.38%; encontrado:  23.07%. 
 

Residuo calculado tras el tratamiento térmico de 

Zn(C12H9N5)(C22H28N4O6)0.2(H2O)4(C3H7NO) (ZnBDP_NH2@Mitoxantrona): 

(ZnO): 17.95%; encontrado:  18.59%. 
 

ATR: 

 

ATR para MIL-100(Fe)@RAPTA-C. Con el fin de determinar la máxima 

cantidad de RAPTA-C incorporado a la matriz porosa MIL-100(Fe), en primer 

lugar se hizo una recta de calibrado. Para ello, se molturaron manualmente 

diferentes cantidades de MIL-100(Fe):RAPTA-C (10:16, 10:12, 10:8, 10:4) 

manteniendo siempre constante la cantidad de MOF, y se midieron los 

espectros de reflectancia total atenuada. Además, se midieron las muestras 

MIL-100(Fe), RAPTA-C y MIL-100(Fe)@RAPTA-C, para obtener el ajuste 

lineal de la relación entre la Absorbancia de la muestra y los mmol de RAPTA-

C por g MIL-100(Fe) (Figura A.2). Hay que destacar que para calcular la 

cantidad de RAPTA-C absorbida se eligieron máximos de IR (806, 1014 y 972 

cm-1) donde RAPTA-C presenta máximos de adsorción, mientras que la matriz 

porosa MIL-100(Fe) no absorbe. Los cálculos se realizaron para varias ' y se 

hizo la media de todas ellas. 
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Figura A.2. Izquierda: representación de los datos de ATR para los compuestos MIL-100(Fe), 

RAPTA-C y MIL-100(Fe)@RAPTA-C. Derecha: ajuste lineal de la relación entre la Absorbancia 

de la muestra y los mmol RAPTA-C/g de MIL-100(Fe). 

 

ATR para ZnBDP_X@RAPTA-C y ZnBDP_X@Mitoxatrona. Con el fin de 

determinar la cantidad de RAPTA-C y mitoxantrona adsorbidos en la serie 

ZnBDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH), en primer lugar, se hicieron las rectas de 

calibrado. Para ello, se molturaron manualmente diferentes cantidades de 

ZnBDP_X:RAPTA-C (X = H, NO2, NH2 y OH)  y ZnBDP_X:mitoxantrona (X = H 

y NH2) (10:16, 10:12, 10:8, 10:4) manteniendo siempre la misma cantidad de 

MOF, y se midieron los espectros de reflectancia total atenuada. Además, se 

midieron las muestras ZnBDP_X, RAPTA-C, mitoxantrona, 

ZnBDP_X@RAPTA-C (X = H, NO2, NH2 y OH) y ZnBDP_X@Mitoxatrona (X = 

H y NH2) y se obtuvo el ajuste lineal de la relación entre la Absorbancia de la 

muestra con los mmol de RAPTA-C por g ZnBDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH) o 

mmol mitoxantrona/g ZnBDP_X (X = H y NH2) (Figura A.3). Hay que destacar 

que para calcular la cantidad del RAPTA-C adsorbida en la serie ZnBDP_X  se 

eligieron máximos de IR donde el RAPTA-C presenta un máximo de absorción, 

mientras que el ZnBDP_X no absorbe (971, 1100 y 1280 cm-1 para X = H; 805, 

902 y 1280 cm-1 para X = NO2; 971 y 976 para X = NH2; y 968 y 1100 cm-1 para 

X = OH). Para calcular la cantidad de mitoxantrona adsorbida en la serie 

ZnBDP_X (X = H y NH2) se eligieron longitudes de onda donde la mitoxantrona 

presenta máximos de absorción y, en cambio, las matrices porosas no 

presentan bandas de absorción (720, 1211 y 1462 cm-1 para X = H; y 983 y 

1214 cm-1 para X = NH2). Los cálculos se realizaron para varias ' y se hizo la 

media de todas ellas.  
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Figura A.3. Izquierda: representación de los datos de ATR para los compuestos ZnBDP, 

ZnBDP@RAPTA-C, ZnBDP@Mitoxantrona, ZnBDP_NO2, ZnBDP_NO2@RAPTA-C, 

ZnBDP_NH2, ZnBDP_NH2@RAPTA-C, ZnBDP_NH2@Mitoxantrona, ZnBDP_OH y 

ZnBDP_OH@RAPTA-C, mitoxantrona y RAPTA-C. Derecha: ajuste lineal de la relación entre 

la Absorbancia de la muestra y los mmol RAPTA-C/g de ZnBDP_X o mmol mitoxantrona/g 

ZnBDP_X (X = H, NO2, NH2, OH). 

 

Reflectancia difusa: 

 

DR para ZnBDP_X@Mitoxantrona (H = H y NH2). Se molturaron manualmente 

diferentes cantidades de ZnBDP:mitoxantrona (1:0.5; 1:0.6; 1:0.7; 1,0.8; 1:0.9; 

1:1) y ZnBDP_NH2:mitoxatrona (1:0.1; 1:0,2; 1:0.3, 1:0.4; 1:0.5) durante 20 

minutos. A continuación, se registraron los espectros de reflectancia difusa 

para todas las mezclas y para ZnBDP_X, mitoxantrona y 

ZnBDP_X@Mitoxantrona (X = H y NH2) (Figura A.4).  
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Figura A.4. Espectros de reflectancia difusa para los mezclas ZnBDP:mitoxantrona (1:0.5; 

1:0.6; 1:0.7; 1,0.8; 1:0.9; 1:1; izquierda) y ZnBDP_NH2:mitoxatrona (1:0.1; 1:0,2; 1:0.3, 1:0.4; 

1:0.5; derecha). 

 

Incorporación de NO en las redes metalorgánicas CPO-27-Ni y CPO-27-
Ni@RAPTA-C.  
 
Medida de la isoterma de adsorción-desorción de NO en CPO-27-Ni.  
 

Las isotermas de adsorción/desorción para las matrices CPO-27-Ni y CPO-27-
Ni@RAPTA-C se midieron utilizando un sistema de adsorción gravimétrico. La 

microbalanza, térmicamente estabilizada para evitar efectos externos, tenía 

una sensibilidad de 0.1 µg y una reproducibilidad del 0.01% de la carga. La 

presión del sistema de adsorción se monitorizó mediante dos medidores 

activos BOC Edwards con un rango de 10-8 a 10-2 y 10-4 a 103 mbar, 

respectivamente. 25 mg de muestra se sometieron inicialmente a vacío 

dinámico (10-4 mbar) durante toda la noche antes de desgasificarse a 423 K, 

hasta que no se observó una variación de peso. Posteriormente, se dejó enfriar 

hasta los 298 K, temperatura que se mantenía constante mediante un baño de 

agua circulante, con una precisión de 0.02 K. La temperatura del contrapeso se 

mantuvo a la misma temperatura que la muestra con el fin de minimizar la 

influencia de la diferencia de temperaturas en las lecturas de peso. La 

temperatura de la muestra se monitorizó utilizando un termopar tipo K 

localizado cerca del portamuestras (< 5mm). La variación de la temperatura de 

la muestra es mínima (< 0.1 K) a lo largo de todo el experimento. El gas NO se 

introdujo en el sistema de adsorción hasta alcanzar la presión deseada, y el 

incremento en la masa del sistema se midió en función del tiempo hasta que se 
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alcanzó el equilibrio de adsorción. De esta forma, la isoterma de adsorción se 

midió introduciendo NO (Air Liquid, 99.5%) con incrementos graduales de 

presión, apuntando la masa alcanzada cada vez que se introducía NO y que se 

alcanzaba el equilibrio a cada presión. La desorción del NO en las muestras se 

realizó gradualmente disminuyendo la presión del sistema hasta 10-2 mbar. 

 

Carga de NO en CPO-27-Ni y CPO-27-Ni@RAPTA-C (CPO-27-Ni@NO y 

CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO).  

 

Las matrices porosas CPO-27-Ni y CPO-27-Ni@RAPTA-C (20 mg) se 

activaron a 423 K a vacío (10-4 mbar) durante toda la noche. Posteriormente, se 

enfriaron a temperatura ambiente y se expusieron a una atmosfera de NO (Air 

Liquid, 2 bar) durante 1 h. A continuación, el Schlenk donde se encontraban las 

muestras se evacuó y se expuso a argón seco. Este último proceso se repitió 3 

veces con el fin de asegurar la eliminación completa del exceso de NO. 

 
Estudios de liberación de moléculas activas. 
 
Liberación de RAPTA-C. 

 
Preparación del Fluido Corporal Simulado (FCS).  

 

El fluido corporal simulado es una disolución acuosa exactamente con la 

misma concentración de iones libres que el plasma sanguíneo humano, por lo 

tanto, es útil para estudios de liberación de fármacos puesto que simularía las 

condiciones reales en las que tendría lugar el proceso de liberación en el 

organismo. Algunas recetas descritas en bibliografía para preparar fluido 

corporal simulado presentan problemas de precipitación prematura de sus 

componentes.5 Por ese motivo, en esta Tesis Doctoral, se ha utilizado un fluido 

corporal simulado que requiere la preparación de dos disoluciones acuosas A y 

B (Tabla A.1), que se mezclan equitativamente justo antes del ensayo. La 

composición de cada una de las disoluciones se muestra en la tabla. Además, 

de los reactivos indicados, cada una de ellas contiene 0.850 mL/L de HCl (1 M) 

para conseguir un pH de 7.40.6 
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Tabla A.1. Tabla de la composición de las disoluciones A y B para la preparación del fluido 

corporal simulado. 

 

Proceso de liberación de RAPTA-C.  

 

El proceso de liberación de la metalodroga se estudió suspendiendo el MOF 

cargado en fluido corporal simulado (FCS) (10 mg de 1@RAPTA-C en 20 mL 

de FCS, 20 mg de CPO-27-Ni@RAPTA-C o CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO en 

20 mL de FCS, 30 mg de MIL-100(Fe)@RAPTA-C en 40 mL de FCS y 20 mg 

de ZnBDP_X@RAPTA-C (X = H, NO2, NH2 y OH) en 40 ml de FCS) a 

temperatura corporal (310 K) con agitación. Posteriormente, se tomaron 

alícuotas de 2 mL a tiempos fijos (10, 20, 30, 45, 60 min, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 30, 

48, 72 y 96 h), se filtraron utilizando tubos de centrífuga con filtros 30 KDa 

PES, a 8000 rpm durante 2 minutos, y se midió la concentración de RAPTA-C 

liberado mediante espectroscopía UV-visible (' = 323 nm) utilizando fluido 

corporal simulado como blanco. Después de la medida, se volvió a añadir a la 

disolución madre tanto el soluto filtrado como las alícuotas, de forma que la 

medida siempre se realizara a volumen constante. De esta forma, se mide el 

porcentaje de RAPTA-C liberado en función del tiempo a un volumen constante 

de fluido corporal simulado. 

 

Por otro lado, se estudió la reversibilidad del proceso de adsorción 

cuantificando la máxima cantidad de RAPTA-C liberado después de que se 

haya alcanzado el equilibrio. En este caso, se preparó una suspensión del 

MOF cargado con el metalofármaco y se suspendió en FCS (10 mg de 

! "#

2.4.2 Liberación de RAPTA-C 

Finalmente, se estudia el proceso de liberación de RAPTA-C a 310 K 

(temperatura corporal) en fluido corporal simulado para determinar la capacidad de 1 

como agente liberador de moléculas bioactivas. El fluido corporal simulado es una 

disolución acuosa exactamente con la misma concentración de iones libres que el 

plasma sanguíneo humano, por lo tanto, es útil para estos estudios puesto que simularía 

las condiciones reales en las que tendría lugar el proceso de liberación en el organismo. 

Algunas recetas descritas en bibliografía para preparar fluido corporal simulado 

presentan problemas de precipitación prematura de sus componentes.46 Por ese motivo, 

en este Trabajo Fin de Máster, se utiliza un fluido corporal simulado que requiere la 

preparación de dos disoluciones acuosas A y B (Figura 2.11), que se mezclan 

equitativamente justo antes del ensayo. La composición de cada una de estas 

disoluciones se muestra en la tabla. Además de los reactivos indicados, cada una de 

ellas contiene 0.850 mL/L de HCl (1 M) para conseguir un pH de 7.40.47
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Figura 2.11. Tabla de la composición de las disoluciones A y B para la preparación del fluido 

corporal simulado. 

Para medir la capacidad de liberación de RAPTA-C en fluido corporal simulado, 

se parte del compuesto [Ni8(µ4-OH)4(µ4-OH2)2(µ4-4,4’-(buta-1,3-diino-1,4-

diil)bispirazolato)6]n saturado con la metalodroga, 1·RAPTA-C. En primer lugar, se 

mide la capacidad de 1 para liberar RAPTA-C con el tiempo (cinética de desorción). 

Para ello, se prepara una suspensión de 10 mg de 1·RAPTA-C en 20 mL de fluido 

corporal simulado, y se toman alícuotas de 2 mL a tiempos fijos (10 - 20 - 30 - 45 - 60 - 

90 min, 2 - 4 - 6 - 8 - 12 - 24 - 30 h, 4 días). Estas alícuotas se filtran y se mide la 
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1@RAPTA-C en 20 mL de FCS y 10 mg de ZnBDP_X@RAPTA-C (X = H, 

NO2, NH2 y OH) en 10 mL de FCS) hasta alcanzar el equilibrio de desorción 

(90 minutos). A continuación, se añadieron volúmenes conocidos de fluido 

corporal simulado (VT = 20, 30, 50, 75, 100, 150 y 200 mL) y a los 90 minutos 

se tomó una alícuota de 2 mL. Estas alícuotas se filtraron y se midió la 

concentración de RAPTA-C liberado en la disolución mediante espectroscopía 

UV-visible (' = 323 nm). Este proceso se repitió hasta alcanzar un volumen de 

fluido corporal simulado total de 200 mL. 

 
Liberación de NO. 

 
Estudio de la cinética de desorción de NO mediante quimioluminiscencia. 

  

Con el fin de medir la cinética de liberación de NO de las matrices CPO-27-Ni y 

CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO, el analizador de NO por quimioluminiscencia 

(NOA 280i) se calibró haciendo pasar aire a través de los filtros cero (Sievers, < 

1ppb NO) y 89.7 ppm de NO (Air Products, calibrado con nitrógeno). El flujo se 

mantuvo a 180 mL/min con una presión de celda de 0.011 bar y una presión de 

oxígeno de 0.42 bares. Para iniciar el proceso de desorción del NO de las 

matrices CPO-27-Ni y CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO, se hizo pasar nitrógeno 

húmedo (humedad controlada del 11% HR) a través de las muestras a 

temperatura ambiente. El flujo diluido se introdujo en el analizador y se registró 

la concentración de NO en función del tiempo. 

 

A.7 Caracterización biofísica de Ru_mito y actividad citotóxica de 
Ru_mito y H2BDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH).   

 
Estudios de la interacción del Ru_mito con ADN.  
 
En primer lugar, se preparó la disolución de ct-ADN en agua y se mantuvo en 

el congelador hasta su uso. La concentración de ct-ADN (moles de bases por 

litro) se determinó mediante UV-vis utilizando el coeficiente de extinción molar 

en su máximo de absorción (ct-ADN '258 = 6600 cm-1 mol-1 dm3). El espectro de 
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UV-vis se registró en un ThermoSpectronic UV300 utilizando 2 mL de ct-ADN 

(170 µM) en NaCl (20 mM) y un buffer de cacodilato de sodio (1 mM). 

 

Dicroísmo circular (CD). 

 

Los espectros se registraron utilizando un espectropolarímetro Jasco J-715. 

Las disoluciones previamente preparadas (ct-ADN (170 µM) en NaCl (20 mM) y 

un tampón de cacodilato de sodio (1 mM)) se utilizaron para registrar los 

espectros de CD con concentraciones crecientes de Ru_mito y mitoxantrona, 

manteniendo constante la concentración de ct-ADN (proporciones de mezcla 

de ct-ADN/compuesto en un rango de 200:1 a 3:1). 

 

Fluorescencia. 

 

El desplazamiento del bromuro de etidio (EB) intercalado en el ADN por el 

Ru_mito y la mitoxantrona, se evaluó midiendo la extinción de la señal 

fluorescente del EB (ct-ADN/EB 4:5, 4 µM:5 µM). El espectro de emisión se 

midió en función de la concentración de Ru_mito y mitoxantrona utilizando un 

espectrómetro de luminiscencia Variant mod. Cary Elipse. La concentración del 

compuesto a estudiar se fue aumentando lentamente utilizando proporciones 

ct-ADN/compuesto desde 200:1 hasta 1:1 manteniendo la concentración de ct-

ADN y EB constantes. Parámetros de los espectros de fluorescencia: ' = 600 

nm, 'ex = 540 nm, aberturaem = 15.0 nm, aberturaex = 10.0 nm. 

 

Ensayos de inhibición de actividad enzimática de catepsinas. 

 

Se estudió la capacidad de Ru_mito y la mitroxantrona libre para inhibir la 

actividad enzimática de la catepsina B y D. 

 

Ensayo con catepsina B. El ensayo colorimétrico se realizó utilizando una 

disolución 20 mM de acetato de sodio y 1 mM de EDTA (con un pH ajustado a 

5.1 con HCl 1 M), utilizando como sustrato Na-CBZ-L-lisina éster p-nitrofenilo 

(CBZ = N-carbobenzóxido). Para que la enzima sea catalíticamente funcional, 

los centros activos de cisteína necesitan estar en la forma reducida. Por lo 
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tanto, en primer lugar, la catepsina B se redujo con ditiotretiol (DTT) con el fin 

de cerciorarse de que la mayoría de la enzima está en la forma catalíticamente 

activa. Por lo tanto, la catepsina B se activó, antes de su disolución, en 

presencia de un exceso de DTT (1.2 eq.) durante 1 hora a 303 K. Las medidas 

de IC50 se realizaron por triplicado utilizando una concentración fija de enzima 

de 200 nM y una concentración fija de sustrato 100 µM. La enzima y el 

inhibidor se mezclaron e incubaron a 303 K durante 24 h antes de añadir el 

sustrato. La actividad se midió durante 4 min a 326 nm. Para los ensayos se 

utilizaron concentraciones de los inhibidores (Ru_mito o mitroxantrona libre) 

entre 0.3 y 50 µM. 

 

Ensayo con catepsina D. El ensayo enzimático con catepsina D se realizó 

utilizando un Kit de Sigma Aldrich basado en un tampón (A3855) con una 

disolución de albúmina  (2.5%, A3980), utilizando una sal de trifluroacetato de 

MCA-Gly-Lys-Pro-Ile-Leu-Phe-Phe-Arg-Leu-Lys(DNP)-D-Arg-NH2 (1 mM, 

C4492). La concentración final de la mezcla fue: catepsina D $ 5 nM, sustrato 

20 µM, Ru_mito = 20 µM, mitoxantrona = 200 µM. La capacidad de Ru_mito 

(20 µM) para inhibir la actividad enzimática de la catepsina D se confirmó 

construyendo una curva de fluorescencia donde se representaba la hidrólisis 

del sustrato frente al tiempo. En este caso, se observaba la reducción de la 

pendiente con el tiempo. Sin embargo, para la mitoxantrona (200 µM), la misma 

curva presentaba un aumento progresivo de la hidrólisis del sustrato, como 

resultado del aumento de la intensidad de fluorescencia con el tiempo. 

 

Estudios de actividad citotóxica frente a líneas celulares cancerígenas. 

 

Citotoxicidad de Ru_mito y mitroxantrona. 

 

Los estudios de citotoxicidad se realización en la Unidad de Evaluación de la 

Actividad Farmacológica del Instituto de Farmacia Industrial de la Facultad de 

Farmacia (Universidad de Santiago de Compostela). Las líneas celulares 

A2780 y A2780cisR se incubaron en el medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y L-Glutamina 2 mM. La 

línea celular LLC-PK1, se incubó en el medio de cultivo Medium 199 
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suplementado con un 3% de FBS y 1.5 g/L de hidrogenocarbonato de sodio. La 

línea celular HL-60 se cultivó en el medio RPMI 1640 suplementado con un 

20% de PBS y 2 mM de L-Glutamina. La línea celular MCF-7 se cultivó en el 

medio de crecimiento EMEM con 2 mM de L-Glutamina y Earle’s BSS ajustado 

con 1.5 g/L de hidrogenocarbonato de sodio, 0.1 mM de aminoácidos no 

esenciales y 1 mM de piruvato de sodio y suplementado con un 10% de FBS. 

Todas las líneas celulares se cultivaron en una atmósfera de 95% de aire y 5% 

de CO2 a 310 K. La muerte celular se midió utilizando un sistema basado en el 

compuesto  MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2Htetrazolio], 

que se reduce en presencia de células vivas para dar lugar a un producto 

soluble (formazan) que puede detectarse por colorimetría. Las células se 

sembraron en placas estériles con 96 pocillos, con una densidad de 4000 

células/pocillo en 100 µL de medio y se incubaron durante 24 h. Los 

compuestos Ru_mito y mitoxantrona se disolvieron en DMSO y se añadieron 

para obtener una concentración final desde 0 a 1.1 10-4 M, en un volumen total 

de 100 µL/pocillo. La concentración final de DMSO en el cultivo celular se 

mantuvo en todos los casos al 1%. 24 h después, 10 µL de una dilución de 

MTT recién preparada (2.5 mg/mL) se añadió en cada pocillo y se incubó la 

placa a 310 K en una atmosfera húmeda con un 5% de CO2. Tras 5 h, el medio 

se eliminó y el producto formazan obtenido se disolvió en 100 µL de DMSO. La 

viabilidad celular se evaluó midiendo la absorbancia a 595 nm. Los valores de 

IC50 se calcularon a partir de las curvas obtenidas representado la 

supervivencia celular (%) frente a la concentración de fármaco (µM). Todos los 

experimentos se realizaron por triplicado. 

 

Citotoxicidad de los ligandos H2BDP_X (X = H, NO2, NH2 y OH).  

 

Los estudios de citotoxicidad se realización en el Centro Singular de 

Investigación en Medicina Molecular e Enfermedades Crónicas (CIMUS), 

Universidad de Santiago de Compostela. La línea celular J774 se incubó en el 

medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal 

bovino (FBS), glutamax® y 1% de una solución antibiótica antimicótica. La 

línea celular se cultivó en una atmósfera de 95% de aire y 5% de CO2 a 310 K. 

La muerte celular se midió utilizando un sistema basado en el compuesto MTT 
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[bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2Htetrazolio], que se reduce en 

presencia de células vivas para dar lugar a un producto soluble (formazan) que 

puede detectarse por colorimetría. Las células se sembraron en placas 

estériles con 96 pocillos, con una densidad de 10000 células/pocillo y se 

incubaron durante 24 h. Los ligandos H2BDP_X se disolvieron en DMSO y se 

añadieron para obtener medios con diferentes concentraciones, en un volumen 

total de 200 µL/pocillo. La concentración final de DMSO en el cultivo celular se 

mantuvo en todos los casos en 0.5%. 24 h después, una dilución de MTT 

recién preparada (0.5 mg/mL) se añadió en cada pocillo y se incubó la placa a 

310 K en una atmosfera húmeda con un 5% de CO2. Tras 2 h, el medio se 

eliminó y el producto formazan obtenido se disolvió en 200 µL de DMSO. La 

viabilidad celular se evaluó midiendo la absorbancia a 540 nm. Los 

experimentos se realizaron por triplicado. 

 
A.6 Resultados adicionales. 

 

 
Figura A.5. Cinética de agregación de las nanopartículas de ZnBDP_OH a corto plazo (10 min) 

(izquierda) y durante un período de tiempo largo (24 h) (derecha) a 310 K en PBS, PBS+BSA 

(0.54% p/v) y PBS+BSA (5.4% p/v).  
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Figura A.6. Cinética de agregación de las nanopartículas de ZnBDP_OH a tiempos cortos (10 

min, izquierda) y durante un período largo (24 h, derecha) a 310 K en SIF , lis-SIF (SIF diluido  

1/25) , lis-SIF+pancreatina 0.1% p/v, lis-SIF+pancreatina 1.0% p/v y lis-SIF+mucina 0.05% p/v. 
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Metal–organic frameworks as potential multi-carriers
of drugs†

Sara Rojas,a Paul S. Wheatley,b Elsa Quartapelle-Procopio,a Barbara Gil,c

Bartosz Marszalek,c Russell E. Morris*b and Elisa Barea*a

The metal–organic framework CPO-27-Ni is presented as a proof-
of-concept model for the incorporation and release of two non-
conventional anticancer drugs: [Ru(p-cymene)Cl2(pta)] (RAPTA-C)
and NO.

Nowadays, one of the most important challenges in our society
concerns the development of a more effective cancer treatment
with reduced secondary effects. Indeed, the effectiveness of
drugs in cancer therapy is mainly limited by their inadequate
transport within the body and unspecific delivery to the cancer
cells. Tumors have tortuous and defective vasculatures, with
substantial heterogeneity, and, therefore, the net effects are
both an increased flow resistance and hypoxia, which are
major obstacles in cancer therapy.1

In this regard, metal–organic frameworks (MOFs),2 which
are a new class of synthetic, porous materials, with exception-
ally high adsorption performances, have recently been studied
as selective drug carriers.3 It is noteworthy that some of these
materials exhibit a dual hydrophilic/hydrophobic pore struc-
ture, as well as an unusually high concentration of exposed
coordinatively unsaturated metal sites, which make them suit-
able as multicarrier delivering agents. In this regard, the simul-
taneous adsorption and delivery of a wide range of probe
molecules, such as bioactive gases (e.g. NO and CO)4 or small
organic drugs (e.g. busulfan and cidofovir),5 might be possible.

It has been proven that nitric oxide (NO) is an impor-
tant species involved in many biological processes.6

Indeed, it mediates a number of vital functions, including
vasodilatation7 and re-epithelization.8 The accumulation of
high concentrations of nitric oxide in tumours offers the
possibility to increase cancer cells' sensitivity to chemo-
and radiotherapy or even to suddenly induce their apopto-
sis.9 Remarkably, recent studies described the use of NO
to enhance cisplatin cytotoxicity in V79 lung fibroblast
cells taking advantage from the direct sensitizing of
tumour cells.10

A number of porous materials have been described as
delivering agents for exogenous NO. This is the case for some
zeolites11 and the [M2(C8H2O6)(H2O)2]·(H2O)8 (CPO-27-M)
coordination polymer series (M = Ni, Zn, Mg, Mn, Fe, and
Co; C8H2O6 = 2,5-dihydroxyterephthalic acid). Regarding the
latter, the first highly crystalline member of the series based
on Co2+ cations (CPO-27-Co) was synthesized by Dietzel and
co-workers in 2005.12 Since this initial synthesis, several ana-
logues have been produced containing Ni2+,13 Zn2+,14 Mg2+,15

Mn2+16 and very recently Fe2+.17 Particularly, the Ni2+ deriva-
tive presents a high adsorption–delivery capacity for NO.18

The presence of coordinatively unsaturated metal sites (CUSs)
on the pore walls has a clear effect on the NO adsorption and
release processes. Indeed, during the adsorption process, an
adduct Ni–NO is formed which makes possible the incorpora-
tion and posterior water-triggered release of up to 7 mmol of
NO per g of material. Furthermore, it has been shown that
CPO-27-Ni shows a reasonable balance between stability and
solubility in bovine serum after an extended period, which is
a key issue in biological applications.19

Therefore, taking into account the exceptional reversibility
of the NO adsorption in CPO-27-Ni and its stability in biologi-
cal conditions, we have studied whether this material can act
as a vehicle for multiple drugs, namely, [Ru(p-cymene)Cl2(pta)]
(pta = 1,3,5-triaza-7-phosphaadamantane) (RAPTA-C) and NO.
This organometallic ruthenium(II) arene complex has been cho-
sen as it is a non-conventional metallodrug showing significant
in vivo antitumor activity towards lung metastases in mice.20
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In addition, some of us have previously reported that the
incorporation/release of RAPTA-C in the highly porous and robust
[Ni8(OH)4(OH2)2(4,4′-(buta-1,3-diyne-1,4-diyl)bispyrazolato)6]n MOF
is possible.21 In this communication, we report on the incorpora-
tion of the non-conventional RAPTA-C metallodrug into the free
porous space of CPO-27-Ni and the subsequent uptaking of NO
(Fig. 1). Then, the release of the loaded bioactive molecules in
SBF has also been successfully achieved. The results are a proof
of concept of the possibility to load and deliver multiple drugs in
MOFs for the development of synergic anticancer therapies with
enhanced effectiveness.

Samples of CPO-27-Ni13 and RAPTA-C22 were prepared as
described in the literature (for experimental details, see the
ESI†). Thermal activation of CPO-27-Ni at 423 K removes the
water guest molecules, leaving open metal sites ready for NO
adsorption. It has been proven that the activated CPO-27-Ni
possesses remarkably high chemical stability, which is exem-
plified by its unchanged powder X-ray diffraction (XRPD)
pattern upon stirring for 72 h in anhydrous methanol, tetra-
hydrofuran and dichloromethane (Fig. S1†). This property
let us perform the incorporation of RAPTA-C into the porous
matrix by suspending it in an 80% saturated solution of
RAPTA-C. The loading of the drug to give CPO-27-Ni@RAPTA
was preferentially achieved in CH2Cl2 as this solvent led to
the highest uptake accounting for ~4 RAPTA-C molecules
per unit cell as calculated using elemental analysis and
UV–vis (see ESI†). This result is probably due to the major
concentration of RAPTA-C in the impregnating solution as
the solubility of RAPTA-C in the apolar CH2Cl2 is signifi-
cantly higher than in MeOH or tetrahydrofuran. XRPD of
the CPO-27-Ni@RAPTA system reveals that the crystallinity of
the original porous matrix is retained (Fig. S2†), indicating that
the porous matrix has not changed during the loading process.
Furthermore, the actual incorporation of the Ru-metallodrug is
proven by i) the dramatic reduction of the adsorption capacity
of the MOF (SBET drops from 720 m2 g−1 for the original mate-
rial to 45 m2 g−1 after RAPTA-C loading) (Fig. 2a); ii) the pres-
ence of the main peaks of the pure RAPTA-C in the IR

spectrum of CPO-27-Ni@RAPTA (Fig. S3†); and iii) the increase
of the thermal stability of CPO-27-Ni@RAPTA compared to the
unloaded CPO-27-Ni material, together with a less steep weight
loss for the decomposition process (Fig. S4†).

Once the porous matrix was loaded with the non-
conventional metallodrug RAPTA-C, gravimetric NO adsorp-
tion measurements at room temperature revealed that
CPO-27-Ni@RAPTA adsorbs 6.0 mmol of NO per g of acti-
vated material (Fig. 2b). This value is very close to the one
obtained for the original CPO-27-Ni (7 mmol NO per g of
MOF), which means that the presence of RAPTA-C in the
cavities does not hamper the access of NO to the open
metal sites. The adsorbed NO accounts for ~1 NO mole-
cule per CUS, although there will also be a small amount
of weakly physisorbed NO interacting with the pore sur-
face. Moreover, the shape of the NO isotherms is
maintained showing a hysteresis loop typical of those
materials in which the NO molecule strongly binds the
metal atom. This fact supports that the main NO incorpo-
ration mechanism (chemisorption) is independent from
that of the RAPTA-C adsorption process (physisorption).
The presence of NO in the porous matrix was confirmed
with IR spectroscopy (Fig. S5†). The stretching band at
1839 cm−1 is somewhat less intense than the one found
for the original CPO-27-Ni material loaded with NO, which
further supports the lower amount of adsorbed NO in

Fig. 1 Thermal activation of the CPO-27-Ni metal–organic framework to remove
the solvent guest molecules and the subsequent loading with NO and RAPTA-C.
Color code: H: white, C: grey, O: red, N: blue, Ni: dark green, Ru: light orange, P:
orange, Cl: bright green.

Fig. 2 a) N2 (77 K) and b) NO (298 K) adsorption isotherms for activated CPO-27-
Ni (green squares) and the loaded CPO-27-Ni@RAPTA-C derivative (blue triangles).
Empty symbols denote desorption.
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comparison with the original porous matrix, as a result of the
space occupied by the RAPTA-C molecules inside the cavities.
Similar shape of the band and its position confirms adsorp-
tion on the CUS sites inside the channels of the material and
not only physisorption at the external surface.

As previously reported,18 water molecules can trigger the
delivery of coordinated NO, replacing them from the open
metal sites. Fig. 3 shows the releasing profile of NO for
CPO-27-Ni@NO and CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO when exposed
to a wet gas containing 11% of relative humidity. As previously
reported for CPO-27-Ni, CPO-27-Ni@RAPTA also releases
physisorbed NO very quickly as a sharp spike appearing within
the first few minutes of the kinetic of release (Fig. 3). However,
the release of the chemisorbed NO is much slower and seems
to be affected by RAPTA-C inclusion into the pores. Indeed,
CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO releases NO significantly faster
(half life of release = 23 min) than unloaded CPO-27-Ni@NO
(half life of release = 40 min), as appreciated by a steeper drop
of NO concentration for the former material. The total amount
of stored NO is completely released in both cases. Although in
the case of CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO, the major quantity of
stored gas is recovered within 2 hours, after 12 hours, a signifi-
cant amount of NO is still being released. These results indi-
cate that the incorporation of RAPTA-C into the pores of the
framework does not significantly affect the NO adsorption/
desorption processes. Nevertheless, we can appreciate a
change in the desorption kinetics, which is faster in the case
of the RAPTA-C loaded material.

The further step has been the study of the RAPTA-C
delivery process from the CPO-27-Ni@RAPTA-C@NO loaded
material and the evaluation of the effects of NO incorpo-
ration. For this purpose, we suspended two samples of
CPO-27-Ni@RAPTA-C, untreated and NO loaded, into a
simulated body fluid (SBF) at 310 K in order to compare
RAPTA-C desorption kinetics profiles. As depicted in
Fig. 4, there are no significant differences for the NO
loaded and unloaded samples, since both samples release
about 25% loaded RAPTA-C within 2 h. This behaviour is

reasonable as no interactions between adsorbed RAPTA-C
and NO take place. Indeed, it is known that the delivery
rate of NO from CPO-27-Ni is increased markedly in phys-
iological solutions with the half-life of delivery being
reduced from several hours for flowing gas to a few
minutes in contact with PBS.18 Then, considering that the
NO release from CPO-27-Ni@RAPTA@NO into SBF is
nearly instantaneous, the porous matrix becomes essen-
tially identical to the unloaded CPO-27-Ni@RAPTA, which
further supports the results. It should be noted that the
prompt release of NO may have a beneficial impact in
biological applications due to the vasodilation properties
of this signalling molecule, which may help the penetra-
tion of RAPTA-C into the cancer cells.

Conclusions

In this study, we proved that the concomitant adsorption of
nitric oxide and RAPTA-C into the pores of CPO-27-Ni mate-
rial is feasible. The adsorption capacity for both species is
basically unaffected by the presence of each other. This is
attributable to the different interactions taking place between
the framework walls and the adsorbate of interest: NO
directly interacts with the Ni open metal sites (chemisorp-
tion) while RAPTA-C is only physisorbed into the pores. On
the other hand, the release of the trapped Ru-metallodrug
into SBF does not depend on the previous loading of NO into
the framework, substantially, because of the immediate
release of NO in an aqueous medium. However, the kinetics
of NO desorption in the presence of a humid flowing gas is
significantly faster for the CPO-27-Ni@RAPTA-C than for the
original CPO-27-Ni.

The investigated system must be considered as a proof of
concept of the feasibility of the concurrent adsorption of bio-
active molecules into the metal–organic frameworks. Further
investigation is envisaged for the development of novel sys-
tems in which the concomitant incorporation of two (or more)
bioactive species results in the neat improvement of the

Fig. 3 Delivery of NO on contact with wet gas (11% relative humidity), as
measured by chemiluminescence. The materials are still releasing NO at and beyond
12 h under these conditions.

Fig. 4 Desorption kinetics profile of RAPTA-C in SBF at 310 K from the original
CPO-27-Ni porous matrix and the one loaded with NO. Both materials behave in a
similar manner realising the 25% of RAPTA-C in 2 h.
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delivery performances. It should be noted that the exploita-
tion of the synergic effect of multiple drugs may lead to
advanced combined therapies.
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