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Resumen

Un desafío de gran relevancia en el ámbito de la salud es garantizar la
administración e�caz de los fármacos en el organismo mediante el uso de
portadores no tóxicos. En la actualidad, los portadores convencionales exhi-
ben una limitada capacidad de carga de fármacos. Ante este panorama, los
sólidos híbridos porosos, con la capacidad de adaptar sus estructuras, com-
posición química y porosidad para mejorar las interacciones fármaco-fármaco
y las cargas elevadas, resultan muy adecuados para actuar como portadores
en aplicaciones de administración. El tipo de materiales altamente porosos
denominados redes metal-orgánicas representan una alternativa muy atrac-
tiva para las bioaplicaciones.

El presente estudio abordó el uso del MOF basado en escandio MFM-
300(Sc) como plataforma con gran potencial para aplicaciones biomédicas,
en particular como portador del antioxidante ácido ferúlico (FA), que son
redes robustas y altamente porosas. También se discutieron cuestiones como
la estabilidad, la citotoxicidad y la biocompatibilidad del MFM-300(Sc). Se
realizarón ensayos físicos, químicos y biológicos al sistema, dada la natura-
leza de la aplicación. Los resultados obtenidos contribuyeron a determinar
que el MFM-300(Sc) resulta estable en condiciones �siológicas (PBS), bio-
compatible (con las células de la piel humana) y un transportador e�caz
de fármacos para la liberación controlada a largo plazo (a través de la piel
humana) del antioxidante ferulato.
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Capítulo 1

Introducción

En la actualidad se busca hacer frente a los efectos adversos de la con-
taminación en la salud, y más precisamente a los efectos sobre la piel. La
estrecha relación que existe entre la piel y la contaminación ambiental del ai-
re, se ha convertido en un punto crítico en la salud pública, siendo el material
particulado (PM ) el que más contribuye a la contaminación del aire. Este
material, proviene principalmente de los procesos de combustión para generar
energía. Para abordar este problema, se ha planteado reforzar la función de
barrera de la piel, a través de la aplicación super�cial de compuestos antioxi-
dantes, que además de promover la protección de la piel, también disminuye
los efectos del estrés oxidativo que se genera en los mecanismos moleculares
intrínsecos del envejecimiento. Los antioxidantes se clasi�can básicamente en
dos grupos: endógenos y exógenos. Los antioxidantes exógenos se obtienen
a través de la dieta y/o los suplementos. Los antioxidantes endógenos son
sintetizados por el cuerpo.

Los antioxidantes endógenos desempeñan un papel fundamental en el
mantenimiento de las funciones celulares óptimas y, por lo tanto, en la salud
y el bienestar sistémicos. Sin embargo, bajo condiciones que soportan el
estrés oxidativo, los antioxidantes endógenos pueden no ser su�cientes, siendo
necesario el uso de los antioxidantes exógenos para mantener las funciones
celulares óptimas. De modo que, el uso regular de productos para el cuidado
de la piel con dichos antioxidantes es cada vez más recurrente.

En este punto, es preciso mencionar que la aplicación tópica de antioxi-
dantes es el enfoque más sencillo para fortalecer la piel. En comparación con
la ingesta dietética de antioxidantes, la aplicación tópica permite: (1) mayo-
res concentraciones para llegar a los tejidos, (2) mayor especi�cidad tisular
y (3) efectos secundarios reducidos en otros órganos. Desafortunadamente,
no todos los antioxidantes cruzan fácilmente la barrera del estrato córneo.

De ahí que actualmente, se han desarrollado una gran variedad de siste-
mas de administración de última generación que puedan mejorar la penetra-
ción en la piel y la estabilidad de los antioxidantes. Entre dichos sistemas se
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4 Capítulo 1. Introducción

encuentran, varios tipos de sistemas de emulsión, vesiculares o de partículas
lipídicas, además de las nanoportadores.

Si bien dichos sistemas han mejorado la capacidad de los antioxidantes
para llevar a cabo su función, aún presentan desafíos que se derivan de la poca
solubilidad, estabilidad de vida útil limitada, fotoestabilidad comprometida
y bajo grado de permeabilidad de la piel.

En los útlimos años, las estructuras metal-orgánicas (o MOFs por sus
siglas en inglés) han tenido un progreso impresionante debido a que integran
estructura ajustable a través de iones metálicos casi in�nitos o grupos unidos
por ligantes orgánicos multidentados, además de que incluyen funcionalidad
versátil, ajuste estructural y de composición. Como veremos más adelante
en la sección 2.1, esta tecnología se está consolidado en las aplicaciones bio-
médicas, y en partícular como sistemas de administración, como opciones
terapéuticas viables. No obstante, aún presenta di�cultades relacionas con la
bioseguridad y la biodegradabilidad. Por lo tanto, es necesario el desarrollo
e investigación de nuevos MOFs, que sean útiles para tal propósito.

A continuación se describe con mayor detalle los problemas que incitan
a la presente investigación, así como la propuesta que se platea para soluci-
narlo.

1.1. Planteamiento del problema y propuesta

La contaminación del aire es una de las mayores amenazas medioambien-
tales para la salud humana, junto con el cambio climático. La Organización
Mundial de la Salud (OMS) de�ne la contaminación del aire como la conta-
minación del ambiente exterior e interior por cualquier agente químico, físico
o biológico que modi�que las características naturales de la atmósfera.

La contaminación ambiental tiene su origen en numerosas fuentes de
emisión, tanto naturales como antropogénicas. Esta última se ha convertido
en la más importante a nivel mundial desde el inicio de la industrialización.
Siendo, el proceso de combustión el que más contribuye a la contaminación
del aire, en particular, la combustión de combustibles fósiles y la biomasa
para generar energía. Estas fuentes producen contaminantes primarios de
los cuales hay dos grupos principales; material particulado (PM) y gases
(CO2 , CO, SO2 , NO, NO2 , NOx ), incluidos los de peso molecular ligero
hidrocarburos (compuestos orgánicos volátiles COV).

El PM se clasi�ca sobre la base de su diámetro aerodinámico. Las partícu-
las que tienen menos de 10 µm se denominan partículas PM10, y se compone
de partículas de polvo, emisiones industriales y emisiones de trá�co vehícular
(Jain et al., 2016). Un tamaño de partícula PM más pequeño (menos de 2,5
µm) se de�ne como PM �no (PM2.5), procedente de compuestos orgánicos
de carbono, nitratos y sulfatos. Finalmente, las partículas ultra�nas (UFP)
tienen menos de 100 nm de diámetro, y provienen principalmente del humo
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del cigarrillo, los motores, los humos de cocina y la industria.
Adicionalmente, bajo ciertas condiciones atmosféricas, se producen con-

taminantes secundarios como el ozono (O3) y los nitratos de de peroxiacilo
(PAN) -el peroxiacetilo es uno de ellos- a partir de reacciones fotoquímicas
entre los contaminantes primarios (p. ej., NO2 ) y la radiación ultravioleta
(UV). Estos contaminantes permanecen bajos en la atmósfera (troposfera)
y se asientan sobre áreas urbanas y rurales formando lo que normalmente se
conoce como smog.

La contaminación del aire, es reconocida como uno de los principales con-
tribuyentes a la carga mundial de enfermedades (Ezzati et al., 2002), debido
a que diariamente más del 90% de la población mundial esta expuesta a al-
tos niveles de contaminación ambiental que tanto a largo como a corto plazo
compromete la integridad de diversos sistemas de órganos (Polk, 2019), tales
como los sistemas cardiovascular, pulmonar, nervioso central, reproductivo y
tegumentario. A nivel mundial, se estima que la contaminación del aire por
PM2.5 es responsable por año de aproximadamente 0,8 millones de muertes
prematuras y 6,4 millones de años de vida perdidos (Cohen et al., 2005).

Esta evidencia ha sido utilizada cada vez más por agencias nacionales e
internacionales para informar políticas ambientales, y la cuanti�cación del
impacto de la contaminación del aire en la salud pública se ha convertido
cada vez más en un componente crítico en la discusión de políticas a medida
que los gobiernos sopesan las opciones para el control de la contaminación.

Actualmente los estudios epidemiológicos y clínicos destacan una amplia
gama de efectos adversos de la contaminación en la salud, pero hasta la fecha
la información respecto a sus efectos sobre la piel sigue siendo limitada. La
primera contribución a este enfoque se remonta a estudios epidemiológicos
ambientales realizados por Daniell (1971), donde sugería que el envejecimien-
to extrínseco de la piel no solo estaba correlacionado con la exposición crónica
a la radiación solar y el ozono, sino también a la contaminación por PM, en
particular por el humo del cigarrillo. En la Figura 1.1 se muestran algunos
de los estudios que se han sumado a la evidencia de la estrecha relación que
existe entre las enfermedades de la piel y la contaminación ambiental del
aire.

Hasta principios del siglo XX, se pensaba que la piel era completamente
inerte e impermeable a los agentes externos. Sin embargo diversos estudios
(Wiechers (1989), Singh and Singh (1993), Schaefer and Redelmeier (1996),
Roberts (2007), Madison (2003)) han revelado que aunque la piel actúa co-
mo barrera, no es una barrera completa, convirtiéndose en una importante
entrada al cuerpo debido a su gran super�cie de aproximadamente 1.8 m2

(Pannatier et al., 1978). Como barrera suave y �exible que rodea los te-
jidos del cuerpo, la piel es lo su�cientemente porosa como para absorber
la humedad, absorber los medicamentos de los parches adhesivos y liberar
aceites protectores, entre otros. Pero la misma porosidad también hace que
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Figura 1.1: Afecciones en dermatitis atópica a causa de la contaminación por
PM (material particulado).

la piel sea vulnerable a los contaminantes atmosféricos químicos y físicos
pro-oxidativos.

En esencia, la piel consta de cuatro capas: el estrato córneo (epidermis
no viable), las capas restantes de la epidermis (epidermis viable), la dermis
y la hipodermis (ver Figura 1.2). También hay varios apéndices asociados:
folículos pilosos, conductos sudoríparos, glándulas apocrinas y uñas.

Sin embargo, aunque la piel comprende un compartimento muy grande, la
principal barrera a la absorción percutánea* la proporciona el estrato córneo,
el compartimento más delgado y pequeño, con un grosor de entre 10 y 20
µm.

Por debajo del estrato córneo se encuentra la epidermis viable (50-100
µm), un tejido �no y frágil que es responsable de la formación de la barrera
cutánea. Seguido de la dermis (1- 2 mm), que proporciona la mayor parte
del soporte mecánico de la piel, además de contar con una densa microvas-
culatura que está situada en el nivel más alto de la dermis, directamente
adyacente a la epidermis, encargada de nutrir la piel. Los folículos pilosos,
las glándulas sebáceas y las sudoríparas se originan en la dermis y perforan
el estrato córneo. Bajo la capa dérmica se encuentra la hipodermis (1-2 mm),
que corresponde a la región donde se almacena la grasa. Esta región desem-

*La absorción percutánea, es un término global que describe el transporte de sustancias
químicas desde la super�cie exterior de la piel a la circulación sistémica (OECD, 2004).
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Figura 1.2: Representación de la sección transversal de la piel humana.

peña un importante papel en el almacenamiento de energía y el metabolismo,
así como en el aislamiento térmico y la protección contra las lesiones, contri-
buyendo a la solidez de la piel. La Figura 1.2 describe la organización básica
de la piel (Schaefer and Redelmeier, 1993).

Para mantener la función de barrera en condiciones normales de desgaste,
el estrato córneo se somete a una síntesis continua por parte de la epidermis
subyacente; un proceso complejo que requiere la proliferación y diferencia-
ción de los queratinocitos, que son las células principales de la epidermis
y representan el 90-95% de las células epidérmicas (Freinkel and Woodley,
2001).

Los queratinocitos terminalmente diferenciados sufren profundas altera-
ciones a medida que migran a través de las capas suprabasales, lo que da
lugar a la formación de restos celulares química y físicamente resistentes,
denominados corneocitos, en una serie de procesos llamados corni�caciones.
Paralelamente, las envolturas lipídicas corni�cadas reemplazan las membra-
nas plasmáticas de los queratinocitos anteriores y las células se aplanan, se
conectan entre sí con corneodesmosomas y se apilan en capas para formar la
barrera del estrato córneo.

Este nivel de barrera más externo está compuesto por una red de cor-
neocitos y una matriz lipídica extracelular, organizada en una formación de
"ladrillos y mortero"(ver Figura 1.3). Cabe destacar que la función de ba-
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Figura 1.3: Modelo simple de la estructura del estrato córneo: ladrillos y
mortero. Este modelo hace hincapié en que los corneocitos constituyen la
mayor parte del estrato córneo. El lípido intercelular forma el único dominio
continuo, una observación que indica su relevancia para las vías de penetra-
ción vías de penetración.

rrera no surge simplemente de la muerte, degeneración y compactación de
la epidermis subyacente. Sino que también involucra mecanismos homeostá-
ticos, en los que la cornifícación y descamación** del estrateo corneo están
íntimamente relacionados, además de manifestarse de manera simultánea.

Cuando la función de barrera se ve alterada, la tasa de síntesis del es-
trato córneo aumenta progresivamente hasta que se restablece el equilibrio
normal. En dicha recuperación intervienen señales especí�cas asociadas a la
pérdida de la barrera cutánea. Los factores ambientales (alérgenos, agentes
externos, radiación ultravioleta, etc.) pueden estimular respuestas prolifera-
tivas que conducen a los defectos de la barrera, dando así acceso a cantidades
aún mayores del agente dañino; convirtiéndose en un círculo vicioso que ade-
más de acelerar la tasa de proliferación epidérmica, también provoca una
disminución en el funcionamiento de la barrera.

Los dos principales mecanismos a través de los cuales la contaminación
penetra la piel, son por el estrato córneo (permeación transcorneal) y por
los apéndices de la piel (folículos pilosos y los conductos sudoríparos) (ver
�gura 1.4) (Lademann et al., 2005).

La permeación transcorneal puede dividirse en rutas más cortas, transce-
lulares, y rutas más largas, intercelulares para la penetración de compuestos
hidrofílicos y lipofílicos, respectivamente. La absorción a través de los fo-
lículos pilosos y los conductos sudoríparos es la ruta más corta. Aunque las
estructuras de apéndices de la piel representan el 0,1% de la super�cie total
de la piel de 1.8 m2, sobresalen como vía para la penetración percutánea
(Williams, 2021).

**El desprendimiento de corneocitos viejos y desgastados se corresponde con el reem-
plazo con células más jóvenes de la epidermis basal, en un proceso ordenado y, a menudo,
imperceptible conocido como descamación (Milstone, 2004)
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Figura 1.4: Se muestran las posibles vías de permeación de activos a través
del estrato córneo intacto.

En el caso de la permeación transcorneal, esta sucede a través del estra-
to córneo y depende de factores químicos especí�cos de las sustancias que
permea, tales como el peso molecular, la solubilidad en agua y en lípidos, la
polaridad y el estado de ionización. Se ha postulado que las moléculas peque-
ñas que son tanto solubles en lípidos como en agua son las que se absorben
más fácilmente a través del entorno esencialmente lipó�lo del estrato córneo
y el entorno hidrofílico de la epidermis (Alkilani et al., 2015).

Al ingresar los contaminantes del aire en la piel a través de nanopartículas
generan quinonas*** que incrementan la cantidad de especies reactivas de
oxígeno (ROS) y radicales libres dentro de la célula y sus mitocondrias, a
un grado tal que llegan a superar las defensas antioxidantes innatas de la
piel, incluyendo el agotamiento de las capacidades antioxidantes enzimáticas
(glutatión peroxidasa, glutatión reductasa, superóxido dismutasa y catalasa)
y no enzimáticas (vitamina E, vitamina C y glutatión) (Weber et al., 1999).

Tras la interacción de las ROS y los radicales libres con las membranas
plasmáticas de los queratinocitos ricas en lípidos, se inicia una reacción de
peroxidación de lípidos que a su vez promueve la actividad proteolítica, la
cual es capaz de degradar proteínas rompiéndolas en fragmentos (Twining
(1994), Farage et al. (2008) , Millis et al. (1992)). Aunado a lo anterior, las
ROS también estimulan la liberación de mediadores proin�amatorios, dando

***Las quinonas son moléculas altamente redox activas que pueden realizar un ciclo redox
con sus aniones radicales de semiquinona que conducen a la formación de especies reactivas
de oxígeno (ROS) (Bolton et al., 2000).
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como resultado la acumulación de células fagocíticas****, que por su parte
generan más radicales libres, al mismo tiempo que desencadenan procesos de
in�amación y alteraciones metabólicas.

Mientras que en el caso de la absorción de contaminantes ambientales
a través de los apéndices de la piel, el PM penetra fácilmente en los folícu-
los pilosos hasta una profundidad de 2 mm, siempre que su diámetro sea
menor a 1,5 µm (Lademann et al., 2004). Alcanza células viables en las ca-
pas más profundas de la piel, como los melanocitos y, por lo tanto, servir
como caballos de Troya al liberar xenobioticos (predominantemente sustan-
cias químicas ambientales como los hidrocarburos aromáticos halogenados
(HAH), los hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH) y otras sustancias
relacionadas) que se unen y activan fácilmente al receptor de hidrocarburos
de arilo (AhR)*****, iniciando así una cascada de reacciones relacionadas con
el estrés oxidativo a la super�cie y/o afectando directamente la función de
las células de la piel.

Y aunque el daño causado por tales mecanismos generalmente se limita a
la piel, también puede ir mucho más allá. Los contaminantes y los productos
químicos que atraviesan la piel pueden contribuir a enfermedades como el
asma, cáncer de mama (Cohen and Je�eries, 2019), Alzheimer y Parkison,
entre otras; por lo que los investigadores están explorando nuevas formas de
mantener a raya las incursiones dérmicas.

No obstante, a pesar de que la absorción de contaminantes ambientales a
través de la piel parece ser un problema complejo, una solución factible podría
ser reforzar la barrera protectora que la piel ya proporciona, aplicando sobre
su super�cie compuestos antioxidantes, a �n de neutralizar los radicales libre
y detener la cascada de destrucción celular.

Entre los muchos antioxidantes disponibles, el ácido ferúlico (AF) ha des-
pertado un gran interés entre los cientí�cos. El AF es uno de los ácidos fenó-
licos más abundantes distribuidos en las plantas, especialmente en cereales,
frutas y verduras (Zhao and Moghadasian, 2008). Reconocido por su activi-
dad antioxidante, el AF muestra un efecto protector de la piel contra daños
cutáneos inducidos por los rayos UV, como el eritema, el foto-envejecimiento
y la foto-carcinogénesis (Murray et al., 2008) además de ralentizar la tasa de
rotura del ADN (Ghatak and Panchal, 2010).

Sin embargo, aún cuando el ácido ferúlico se introduce diariamente en el
organismo humano con la dieta, su biodisponibilidad tras la administración
oral es limitada, sobre todo en la zona de la piel. Por ello, la administración

****Las células fagocíticas son células presentes en la sangre y otros tejidos animales
con una respuesta inmunitaria innata que consiste en liberar productos que dañan a los
microorganismos invasores. Estos productos incluyen especies reactivas de oxígeno como
el superóxido, el peróxido de hidrógeno y el radical hidroxilo (Rosen et al., 1995).
*****El AhR es un factor de transcripción que se encuentra en varios tipos de células de
la piel y que regula los efectos bioquímicos y tóxicos de un gran número de xenobióticos.
(Abel and Haarmann-Stemmann, 2010)
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de AF a través de la piel es una alternativa atractiva a la dosis oral. En
torno a la administración tópica, es necesario desarrollar un método que
mejore la penetración del AF a través de la piel a �n de garantizar su efecto
terapéutico. Este método debería basarse en estudios sobre la penetración
cutánea y los comportamientos farmacocinéticos del AF, como la absorción,
la distribución y el metabolismo.

En este punto es importante considerar la fotodegradación del AF ante
la exposición prematura a la luz solar, lo que no solo limita su vida útil,
sino que también reduce su e�cacia antes de que penetre en el estrato córneo
(SC) (Antolovich et al., 2004), que como ya vimos anteriormente, es la capa
más super�cial de la epidermis y actúa como barrera cutánea (Paudel et al.
(2010), Pegoraro et al. (2012)).

Para eludir estas limitaciones, en el presente estudio se propone un mé-
todo que consiste en encapsular el AF en los poros de las estructuras metal-
orgánicas, también conocidas como Metal Organic Frameworks (MOFs por
sus siglas en inglés), que además de prevenir el proceso de fotodegradación
del AF también permitirá su liberación continua y sostenida en el tiempo.

Los MOFs son una clase de materiales híbridos porosos que integran una
riqueza química y topológica única con una combinación casi in�nita de iones
metálicos y ligantes orgánicos multidentados (Furukawa et al. (2013), Jiang
et al. (2016), Kitagawa et al. (2004)). Esta familia de sólidos porosos, se ha
previsto para otras aplicaciones, que incluyen, entre otras, el almacenamiento
de gases (Makal et al. (2012), Murray et al. (2009), Suh et al. (2012)), catálisis
(Li et al. (2012), Sumida et al. (2012), Wu et al. (2012)), sensores (Chen
et al. (2010), Cui et al. (2012), Kreno et al. (2012), Tchalala et al. (2019)),
conductividad eléctrica (Sheberla et al. (2014), Sheberla et al. (2017)) y
administración de fármacos (Chen and Wu (2018), Horcajada et al. (2012),
Simon-Yarza et al. (2018)).

Los MOFs como sistema de administración de fármacos se han distingui-
do de los portadores de fármacos convencionales desarrollados hasta ahora
(p. ej., micelas, liposomas, dendrímeros y nanopartículas de sílice mesoporo-
sas (Gillies and Frechet (2005), Porter et al. (2007), Senapati et al. (2018),
Zhang and Ma (2013), Zhang et al. (2012)), debido al gran potencial que
ofrece para modular la carga útil del fármaco incorporado, así como también
la cinética de liberación a través de una ingeniería �na de la dimensión de
sus poros (tamaño / forma) y un ajuste �no de la naturaleza / fuerza de los
sitios de adsorción que decoran sus paredes internas de los poros, a partir de
la funcionalización de sus super�cies externas (Liang et al., 2019).

Ahora bien, al contemplar cualquier material nanoportador para aplica-
ciones biomédicas se requiere cumplir con criterios tales como: (1) lograr una
e�ciencia óptima de carga del fármaco (Horcajada et al., 2012), (2) permitir
la protección del fármaco para evitar cualquier degradación en condiciones
�siológicas, (3) asegurando una liberación gradual del fármaco una vez admi-
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nistrado para evitar un �efecto de liberación explosiva� (Bellido et al. (2014),
Li et al. (2017), Ruyra et al. (2015)) y (4) no tener efectos tóxicos en el
cuerpo.

Dentro de este contexto, solo una pequeña fracción de MOFs porosos
construidos a partir de iones metálicos biocompatibles cumplen con los requi-
sitos arriba mencionados, por señalar solo algunos tenemos: Ca(II), Mg(II),
Zn(II), Zr(IV), Ti(III) y Fe(III) (Chen and Wu (2018), Horcajada et al.
(2012), Simon-Yarza et al. (2018)). No obstante, la mayoría de dichos MOFs
experimentan una acelerada degradación en presencia de fosfatos, componen-
tes esenciales en los �uidos corporales, luego, el colapso de la estructura es
inducido por una complejación altamente favorable de las especies de fosfato
a la mayor parte de los centros metálicos, por citar algunos casos tenemos,
el Zr(IV), el Fe(III) y el Zn(II), entre otros (Bellido et al. (2014),Li et al.
(2017),Ruyra et al. (2015)); mermando así las aplicaciones de los MOFs para
la administración dirigida de fármacos.

Haciendo alusión a lo anterior, la evidencia experimental de la robus-
tez química de los MOFs de Sc(III) ha demostrado que dichas estructuras
cuentan con una alta estabilidad térmica, estabilidad al agua y estabilidad
a diferentes valores de pH (de 1 a 11). En virtud de ello en este trabajo de
investigación se propone utilizar la versatilidad de estos materiales, en par-
ticular el del MOF MFM-300(Sc) (también denominado NOTT-400 (Ibarra
et al., 2011)), para incursionar en su aplicación como sistemas de adminis-
tración transdérmica del AF. En adelante nombraremos a tal sistema como
FER@MFM-300(Sc).

Concretamente, se estudiará lo siguiente:

Las interacciones microscópicas que suceden en FER@MFM-300(Sc),
utilizando par ello los cálculos de Monte Carlo (MC) y la teoría fun-
cional de la densidad (DFT) combinados.

La citotoxicidad de MFM-300(Sc) y sus componentes por separado,
monitoreando su impacto en la viabilidad celular y la proliferación de
�broblastos dérmicos humanos.

La cinética de liberación de FER@MFM-300(Sc) mediante estudios in
vitro utilizando una técnica de difusión con bolsa de diálisis.

La evaluación del efecto antioxidante en tejido humano del FER−

liberado de la matriz MFM-300(Sc), a través de ensayos de permeación
ex vivo en celdas de difusión de Franz.

La biodistribución del antioxidante de FER− dentro de las capas de la
piel. Empleando la técnica de Tape-Stripping con cinta adhesiva para
eliminar la capa SC de la muestra de piel, en estudios ex vivo.
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El creciente interés en el uso de Sc(III) para construir MOF porosos,
se debe a que el ion Sc(III) tiene una densidad más baja que los iones de
metales de transición divalentes comúnmente usados, como Zn(II) o Cu(II),
y también puede favorecer altos números de coordinación para aumentar la
estabilidad de la estructura.

1.2. Hipótesis y objetivos

1.2.1. Hipótesis

Es posible utilizar MOFs a base de escandio, en particular el MFM-
300(Sc), como portadores de fármacos para la administración transdérmica
del ácido ferúlico (AF).

1.2.2. Objetivo general

Analizar la estructura metal-orgánica MFM-300(Sc), como sistema por-
tador de fármacos con actividad antioxidante.

1.2.3. Objetivos especí�cos

Sintetizar y caracterizar el sistema MFM-300(Sc), para conocer su es-
tabilidad y biocompatibilidad como sistema portador de fármacos.

Evaluar si el sistema FER@MFM-300(Sc) permite la liberación trans-
dérmica a largo plazo del felulato FER−.

Determinar si el FER− conserva su biofuncionalidad tras ser liberado
del sistema FER@MFM-300(Sc).

1.3. Justi�cación

El MOF MFM-300(Sc), informada por primera vez por Champness y
Schröder (Ibarra et al., 2011), es de gran interés como material poroso por su
excepcional estabilidad térmica y una capacidad de adsorción prometedora
hacia una serie de moléculas, por ejemplo, H2 (Ibarra et al., 2011), CO2

(Ibarra et al., 2016), CH4 (Ibarra et al., 2016), SO2 (Zárate et al., 2019),
H2S (Flores et al., 2020), I2 (Zhang et al., 2017) y H2O (Álvarez et al.,
2015), combinado con una alta estabilidad en diversos medios. Asimismo,
este material muestra una fácil regeneración a temperatura ambiente.

Sin embargo, hasta la fecha los Sc(III-MOFs nunca han sido investiga-
do para aplicaciones de administración de fármacos. Argüimos que esto se
debe principalmente a la controversia sobre la naturaleza biocompatible del
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Sc(III). Por un lado, se demostró que el Sc(III) es reactivo frente a las pro-
teínas debido a su capacidad para reemplazar al Ca(II) en muchos eventos
bioquímicos causando efectos negativos en los sistemas enzimáticos y el meta-
bolismo celular (Ford-Hutchinson and Perkins, 1971) . Por otro lado, Sc(III)
se utiliza con éxito como isótopo radiactivo en aplicaciones médicas (Szkli-
niarz et al. (2016), Szkliniarz et al. (2016)), y se demostró que una baja
concentración de Sc(III) mejora positivamente la sobreproducción de anti-
bióticos especí�cos y tiene un efecto antibacteriano bene�cioso (Kawai et al.,
2007). Por lo tanto, esto insta críticamente a realizar un estudio exhaustivo
sobre los Sc(III)-MOFs como posibles sistemas de administración de fárma-
cos para abordar estas preguntas abiertas.

Para atender tales interrogantes, se recurre a ensayos de citotoxicidad,
de estabilidad bajo condiciones �siológicas, además de procesos de carga y
descarga por parte del MOF.

La entrega dirigida de agentes terapeúticos a sitios especí�cos denota un
gran desafío para los investigadores en ciencias biomédicas. Debido a que
se requieren sistemas de administración de fármacos que mejoren el efecto
terapéutico de las moléculas de fármacos mediante la mejora de su per�l
farmacocinético, incluyendo el tiempo de retención, la biodisponibilidad, la
biodistribución, la estabilidad química, la solubilidad y la especi�cidad para
lograr un aumento en la e�cacia de los medicamentos y una disminución de
los efectos de adversos. Entre las ventajas de utilizar el MOF MFM-300(Sc)
como sistema portador de agentes biológicos, se encuentra su capacidad de
carga, además de su alta estabilidad química. De modo que queda por ave-
riguar, entre otras cosas que ya se mencionaron anteriormente, la entrega
controlada y sostenida a largo plazo de la carga, lo que evitaría tanto la
degradación de ferulato como la reaplicación continua de este durante, rela-
tivamente, mucho tiempo.

Para ello se evaluó la capacidad de MFM-300(Sc) como vehículo de ad-
ministración de fármacos, el AF se cargó inicialmente como especies ferula-
to (FER−) dentro del MOF mediante un proceso de impregnación simple,
es decir, una solución acuosa de ácido ferúlico (AF) a pH = 9. Se empleó
la espectroscopia de absorción UV-vis para monitorear la concentración de
FER− durante el proceso de impregnación, para posteriormente corrobo-
rar el contenido de fármaco mediante el análisis TGA. Además, de realizar
análisis de difracción de rayos X en polvo de la matriz cargada de fármaco
FER@MFM-300(Sc) (el ferulato se adsorbe como FER− y Na+ para ve-
ri�car que la muestra no modi�ca la estructura cristalina de MFM-300(Sc)
durante el proceso de impregnación, mientras que las medidas de adsorción
de N2 fueron utilizadas para revelar si existe o no una disminución del área
de Brunauer, Emmett y Teller (BET) y volumen de poro con respecto al
sólido prístino.

La cinética de liberación del fármaco de FER@MFM-300(Sc) se evaluó
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más a fondo mediante estudios in vitro utilizando una técnica de difusión
con bolsa de diálisis. Asimismo, se recurre a estudios de permeación para
determinar la cantidad de antioxidante difundido a través de la barrera de
la piel (referido como difusión sistémica), mediante ensayos de difusión de
Franz y la técnica de Tape-Stripping.

Finalmente, para examinar si el fármaco terapéutico conservó sus efectos
farmacológicos antioxidantes después del proceso de liberación a largo plazo,
se probó la e�cacia antioxidante de FER−, liberado del vehículo microporoso
(MFM-300(Sc)), mediante el control de las especies reactivas de oxígeno
(ROS) producido en los �broblastos dérmicos de la piel al ser tratados con
H2O2.





Capítulo 2

Marco Teórico

2.1. Estado del arte

De forma sencilla y concisa, los MOFs son materiales poliméricos híbridos
compuestos por iones/clusters metálicos y un ligante orgánico que dan lugar
a materiales que contienen poros potenciales, con tamaños de poros entre
0.4 y 6nm, lo que es ideal para aplicaciones de captura, almacenamiento y /
o entrega. De hecho, la IUPAC incluye en la de�nición de estos materiales
la presencia de huecos potenciales (Batten et al., 2013).

Una de sus ventajas clave en comparación con sus homólogos orgáni-
cos (carbonos) o inorgánicos (zeolitas, sílice), es la posibilidad de ajustar
fácilmente su composición mediante un cambio del metal y / o el ligante
orgánico. Los posibles ligantes son casi in�nitos, desde policarboxilatos, fos-
fonatos, sulfonatos, imidazolatos, aminas, piridilo, fenolatos, etc. Al igual
que la gran cantidad de iones metálicos (di-, tri-, o tetravalentes, incluidas
tierras raras) que pueden participar en los MOFs. Luego, la amplia variedad
de combinaciones posibles entre ligantes orgánicos y iones metálicos ofrece
un número teóricamente in�nito de materiales con un extenso repertorio de
propiedades estructurales, químicas, ópticas, magnéticas y eléctricas.

Aunado a ello, la diversidad de ligantes orgánicos funcionalizados que
pueden asociarse con las partes inorgánicas, representa otra ventaja de los
MOFs con la posibilidad de acoplar durante o después de la síntesis diversas
funcionalidades orgánicas (polares, apolares), cambiando así las propiedades
�sicoquímicas del sólido (Moghadam et al., 2017).

En virtud de lo antes mencionado, los MOFs se posicionan entre los
sólidos porosos como sistemas con una versatilidad físicoquímica excepcional
que les con�ere propiedades y aplicaciones sin precedentes. De ahí que entre
1994 y 2019, los MOFs se han utilizado ampliamente en diferentes campos,
como la catálisis (Jiao et al., 2018b) el almacenamiento de gases (Li et al.,
2018a), la puri�cación (Lin et al., 2019b), la separación (Zhao et al., 2018),
la energía (Hou and Xu, 2019) o los sensores (Carrasco, 2018), pero sin duda

17
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su aplicación en medicina ha destacado sobre ellas durante el periodo 2014
a la fecha debido al impacto en temas relacionados con la salud humana.

A continuación, se exponen brevemente los manuscritos publicados en la
literatura en relación con las áreas comentadas antes de prestar atención a
la medicina, las razones y las fuerzas impulsoras y responsables del cambio
de tendencias en términos de aplicabilidad, la evolución y el estado del arte
de este campo de acuerdo con la maduración de la tecnología MOF, algu-
nos ejemplos relevantes y pioneros, y una discusión crítica centrada en las
principales ventajas e inconvenientes del uso de los MOFs en el campo de la
medicina.

2.1.1. El estado de desarrollo histórico de los MOFs

Considerar los MOFs como polímeros híbridos en sí mismos, en la fron-
tera entre los materiales orgánicos e inorgánicos, es esencial para entender
su vertiginosa evolución y establecer una conveniente contextualización. A
diferencia de otros materiales híbridos o compuestos avanzados, los MOFs
mani�estan ambas características tras ser obtenidos en un solo paso mediante
síntesis solvotérmicas, sonoquímicas, asistidas por microondas, electroquími-
cas o mecanoquímicas, al simplemente mezclar los componentes convenientes
bajo condiciones de reacción singulares (temperatura, presión, naturaleza y
polaridad del disolvente, concentración y proporción de sales metálicas/ligan-
tes orgánicos, presencia o ausencia de aditivos o moduladores, entre otros).

Yaghi es, sin duda, el pionero del desarrollo de los MOFs tal y como
los conocemos hoy en día. Junto con Michael O'Kee�e, se les considera los
padres de la química reticular (Yaghi (2016), Yaghi (2019a)). Aunque el
concepto �metal-organic frameworks� se introdujo por primera vez en 1994
(Yaghi et al., 1994), la fabricación de materiales metal-orgánicos extendidos
se demostró hace más de un siglo, en 1897, cuando Hofmann y Küspert pre-
pararon con éxito una estructura abierta formada por iones Ni2+, moléculas
de cianuro, amoníaco y moléculas de benceno(Hofmann and Küspert, 1897).

Se puede considerar que fue hasta 1989 que el campo de los MOFs se
consolidó, cuando Hoskins et al. prepararon una red basada en cobre a partir
de un complejo de cobre-acetonitrilo sustituyendo los ligantes por el ligante
4,4',4�,4�-tetracianotetrafenilmetano (Hoskins and Robson, 1989).

Aun así, fue necesario casi una década para que estos materiales tuvie-
sen aplicaciones prácticas, probando su rendimiento como las zeolitas, sus
contrapartes inorgánicas puras, de una manera más e�ciente.

En 2001, el primer trabajo que probó el uso de los MOFs como sistemas
e�cientes de separación/adsorción de gases fue publicado por Fletcher et al.
(2001). Los autores estudiaron la adsorción de diferentes gases en un MOF
de Ni2+/4,4'-bipiridina, evidenciando por primera vez las interacciones es-
pecí�cas que se producen entre los huéspedes y grupos funcionales situados
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en las paredes internas de los poros de esta red �exible.
Un año después, el equipo del profesor Yaghi presentó el primer siste-

ma de almacenamiento de gas basado en MOF isorreticulares construidos
a partir de clusters octaédricos de Zn-O-C y enlaces de benceno (Eddaoudi
et al., 2002). Partiendo del conocido MOF-5, los autores efectuaron varias
modi�caciones de los ligantes de forma estratégica para ampliar el tamaño
de los poros manteniendo constante la topología bruta. Dicha estrategia ra-
dica en la capacidad de controlar y dirigir la reticulación de los bloques de
construcción en redes extendidas, y constituye un tema recurrente durante
los últimos años en la tecnología de los MOFs en los que se pretende apuntar
propiedades especí�cas (Bitzer and Kleist (2019), Feng et al. (2019b), Tah-
mouresilerd et al. (2019), Schukraft et al. (2017)). Asimismo, este trabajo
supuso la primera evidencia del efecto crítico de las condiciones de reacción,
como la concentración de los materiales de partida, obteniando así redes tan-
to interpenetrantes como no interpenetrantes, con un impacto crítico sobre
el volumen de poros del material �nal, con sólo diluir la concentración de
metales y ligantes.

También en 2002 se presentó el primer sistema sensor potencial basado en
cationes lantánidos trivalentes (Eu, Tb, Ce) y ácido 2,6-naftalenodicarboxílico
(Wang et al., 2002). La emisión de los polímeros en el rango visible al ser irra-
diados con luz UV mostró por primera vez la viabilidad de estos materiales
para el desarrollo de sensores. Si el trabajo anterior demostró la posibili-
dad de obtener MOFs isoreticulares cambiando la naturaleza del ligando,
este ejemplo constituyó el primer trabajo en el que se obtuvieron MOFs iso-
estructurales sustituyendo el catión metálico. No obstante, fue hasta 2007
cuando Chen et al.. desarrollo otro MOF basado en lantánidos utilizando
ácido trimésico, que esta tecnología fue utilizada para la cuanti�cación de
especies moleculares en muestras reales (Chen et al., 2007).

Posteriormente se han ido sumado varios trabajos en los que los MOFs
son utilizados para detectar humedad (Liu et al., 2011), pH (Harbuzaru et al.,
2009), cationes metálicos (Chen et al., 2009), compuestos orgánicos volátiles
(Khoshaman and Bahreyni, 2012), gases (Achmann et al., 2009) o explosivos
(Lan et al., 2009) e incluso, en 2012 desarrollaron un sensor de glucosa basado
en ZIF-8, un MOF formado por Zn y 2-metilimidazol, aplicándose con éxito
en muestras de suero sanguíneo humano. (Hou et al., 2012).

En este contexto, el primer trabajo concerniente a las aplicaciones bio-
médicas apareció en 2006 por Horcajada et al. (2006). Considerada como
la pionera del uso de MOFs en medicina al día de hoy, tras demostrar por
primera vez el enorme potencial de estos materiales en la administración
de fármacos. En dicho trabajo, también se presentó una comparación entre
los MOFs y otros sistemas de administración consolidados, introduciendo
la metodología "híbrida"frente a los materiales orgánicos e inorgánicos pu-
ros. La comparación con otros materiales inorgánicos mesoporosos, como el
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MCM-41, demostró que los MOFs de Cr-tereftalato MIL-101 cuentan con
una mayor capacidad de carga y tiempos de entrega más largos, lo que es de
suma importancia para una administración persistente y e�ciente. Por otro
lado, en el caso de los MOFs de Cr-tereftalato MIL-100 y MIL-101 se estu-
dió la adsorción de ibuprofeno, siendo este último capaz de captar incluso
cuatro veces más ibuprofeno (1,4 g/MOF) que su homólogo de tereftalato
como consecuencia de los mayores tamaños y volúmenes de poro. Por último,
se ensayó la cinética de liberación in vitro en �uidos corporales simulados,
encontrando diferentes regímenes según las interacciones del ibuprofeno so-
bre/dentro del MIL-101. Inicialmente, el fármaco mostró algunos procesos de
difusión a través de la estructura porosa del material mientras que la fracción
�nal del fármaco se liberaba lentamente debido al tamaño de los poros y a
las interacciones iónicas, ya que el fármaco se cargaba en forma de anión y de
interacciones π−π, tardando seis días en conseguir una liberación completa.

Desde entonces, y teniendo en cuenta el crecimiento exponencial en el
campo de las bio-aplicaciones, han aparecido trabajos novedosos que han
ampliado el ámbito de aplicación de los MOFs según las nuevas tecnolo-
gías, las metodologías de fabricación y el diseño bajo demanda de nuevas
estructuras para sortear los problemas más relevantes encontrando nuevas
propiedades fascinates. Entre las bio-aplicaciones que han surgido para los
MOFs se encuentran, además de su uso en la administración de fármácos,
la terapia fotodinámica, o la imagen y el diagnóstico in vivo. Superando la
primera aplicación considerablemente a las demás, los últimos años.

A continuación se muestra la tendencia de los MOFs en diversas áreas y
cómo esta apunta a las bio-aplicaciones de manera consistente.

2.1.2. Tendencias recientes de los MOFs

Tomando en consideración sólo los manuscritos relativos a las aplcacio-
nes de los MOFs, es posible distinguir siete campos principales: catalisis,
almacenamiento, energía, medicina, separación, puri�cación y sensores.

En 2008, las aplicaciones relacionadas con el almacenamiento fue el cam-
po más amplio en el que los MOFs representaron un papel importante, par-
ticularmente en lo que respecta a los gases. Registrando hasta ciento diez
publicaciones, que representan un notable 44.2/% sobre el total de aplica-
ciones, mientras que la medicina sólo representó el 3.6/% (9 trabajos). Este
comportamiento puede explicarse por la escasa capacidad de estos materia-
les, pertenecientes a las primeras generaciones, para las aplicaciones médicas
reales. La separación (21.7/%, 54 publicaciones) y la catálisis (15.3/%, 38)
fueron los otros campos en los que se centró la aplicabilidad de la tecnolo-
gía MOF en 2008. Sólo la puri�cación (1.6/%, 4) y los sensores (0.8/%, 2)
dieron lugar a menos artículos que la medicina en ese momento.

La constante y signi�cativa evolución en las metodologías de fabrica-
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Figura 2.1: Distribución del uso de MOFs en siete campos diferentes en (A)
2008 y (B) 2021. Datos de Web of Science.

ción y la introducción de nuevas generaciones de MOFs ha llevado a una
distribución equitativa de las publicaciones en 2021 dentro de los campos
mencionados (Figura 2.1). Si bien la cantidad de publicaciones relacionadas
con el almacenamiento aumentó hasta 1,172, el valor porcentual disminuyó
al 14.7/%, favoreciendo la investigación y los esfuerzos en otras áreas. Esta
misma tendencia se observó en las otras dos áreas más amplias en 2021, la
separación y la catálisis, que disminuyeron hasta el 15.6% (1,240) y el 13.5%
(1,072), respectivamente. En conjunto, estas tres áreas representaban más de
un 80% en 2008, pero en 2021 eran menos del 50%. Este descenso favoreció
indistintamente a la energía (33.9%, 2,697), los sensores (12.4%, 987) y la
medicina (9.7%, 768).

Durante los últimos trece años, la publicación de manuscritos en el cam-
po de la medicina ha experimentado una tasa de crecimiento promedio de
alrededor del 40%, con un ritmo que parece acelerarse gradualmente.

En este punto, cabe mencionar que aunque cada campo aquí fue conside-
rado como independientes, realmente están interconectados entre sí, lo que
resulta en la imposibilidad de descartar entre aplicaciones en algunos casos.
Por otra parte, los datos aquí mostrados se obtienen de Web of Science, tras
cruzar los términos "metal-organic frameworks� y "medicine�.

Otro análisis interesante surge del estudio de los datos relativos al uso
�nal de los MOFs dentro de la bio-medicina. La Figura 2.2 muestra tanto
el número de publicaciones como el porcentaje sobre la cantidad total de
manuscritos publicados para los campos de la medicina especializada aquí
seleccionados.

Se seleccionó el período de 8 años (2014-21), para �nes de comparación,
cuando el crecimiento de las publicaciones de MOFs en medicina puede con-
siderarse constante (aumento de aproximadamente el 40% por año) y el
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Figura 2.2: Distribución del uso de los MOFs en seis aplicaciones médicas
diferentes en 2021. Datos de Web of Science.

número de publicaciones fue mayor de 100 para asegurar un análisis sig-
ni�cativo del lote de datos. Como se puede observar, la administración de
fármacos no sólo fue la primera área en la que se aplicaron los MOFs en el
campo de la medicina, sino también la aplicación que ha experimentado el
mayor crecimiento medio en los últimos 8 años, de hasta un 40% en compa-
ración con el cáncer (22.7%), y muy lejos del aumento prácticamente nulo
de los bioimplantes (<1%). Si bien la situación para la administración de
fármacos es similar a la descrita para el almacenamiento o la separación, ya
que se observa una disminución del porcentaje global con los años (de un
69.5% en 2014 a un 33.8% en 2021, Figura 2.2), el aumento del número
de publicaciones compensó con creces el reportado para otras áreas (de 81
publicaciones en 2014 a 823 en 2021).

Ahora bien, realizar un análisis relativo similar al que realizamos anterior-
mente para todo el conjunto de aplicaciones de los MOFs en este caso no es
posible ya que no todas las áreas competidoras han superado la cantidad de
100 publicaciones todavía, lo que da lugar a una estadística poco �able. Por
su parte, las aplicaciones relacionadas con el cáncer, muestran que durante
los últimos ocho años, la tasa de crecimiento promedio de trabajos publicados
es del 44.8% frente al 29.4% de trabajos para la administración de fármacos,
quedando por encima conforme a este análisis relativo, evidenciando así que
los campos donde los MOFs empiezan a encontrar una nueva aplicabilidad
experimentan crecimientos mayores en detrimento de las primeras áreas.

En este sentido, se pueden concluir dos aspectos esenciales a partir de
estas tendencias. El primero y más evidente es que los sistemas MOF para
la administración de fármacos se presentan como la aplicación más prome-
tedora en medicina y donde la atención de la comunidad cientí�ca se ha
centrado en los últimos años. La segunda, y puede que no tan obvia, es que
esta aplicación está madurando más rápidamente en comparación con otras
áreas y materiales, destacando la relevancia de los MOFs como portadores
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biocompatibles. Con todo, áreas como el tratamiento del cáncer están experi-
mentando un mayor crecimiento relativo debido principalmente a su impacto
social.

Cabe señalar que aquí es aún más complicado establecer una clara barrea
entre cada uso que considerando las aplicaciones generales, dado que tales
aplicaciones son similares.

Para �nalizar este análisis relativo, se puede comparar los MOFs con
materiales consolidados y ampliamente utilizados para el mismo �n. La sí-
lice mesoporosa para la administración de fármacos ha experimentado un
aumento medio del 5.7% durante los últimos ocho años, mientras que los
polímeros orgánicos sólo un 7.7%. Estos valores pueden compararse con el
29.4% de estos materiales híbridos en el periodo 2014-21. Además, revisando
los correspondientes crecimientos relativos individuales por año, muestran un
declive para las sílices mesoporosas del 12.2%, 8.4%, 7% y 5.7% en 2018,
2019, 2020 y 2021 y los polímeros orgánicos un 14.9%, 8.1%, 8.6% y 7.7%
en los últimos cuatro años, respectivamente.

Del análisis relativo anterior, se puede argüirquelosMOFshanirrumpidoenelcampodelamedicina, remplazandomaterialesconvencionalesylimitadosparalaadministracindemedicamentos, almostrarmayoreseficienciasdecargadefrmacosyliberacionesmsprolongadasentrminosdetiempo.

Dado que el tema que nos concierne en la presente investigación es refe-
rente al uso de los MOFs como sistema de administración de fármacos vía
transdérmica, en adelante se conducira la discusión en ese sentido.

2.2. Los MOFs hacia su aplicación como sistemas
de administración de fármacos

Si bien inicialmente, los MOFs se usaban para la entrega de productos
farmacéuticos de molécula pequeña; comenzando con la carga y la libera-
ción controlada de ibuprofeno.(Horcajada et al. (2006),Wang et al. (2018a))
Trabajos más recientes se han centrado en utilizar una técnica denominada
mineralización biomimética*, para generar MOFs cargados con una variedad
de terapias macromoleculares, como proteínas y ácidos nucleicos.(Liang et al.
(2015), Cheng et al. (2018), Zhou et al. (2020), Alsaiari et al. (2018)) Actual-
mente, el uso de MOFs para administrar terapias de todas las clases, inclui-
das moléculas pequeñas, gasotransmisores, proteínas, ácidos nucleicos, virus
y células, es un área de investigación en crecimiento.(Cheng et al. (2018),
Joseph et al. (2019), Luzuriaga et al. (2019), Liang et al. (2016b), Zhang
et al. (2020a))

Cabe señalar que aunque se han realizado avances signi�cativos en la
utilización de los MOFs para aplicaciones biomédicas, todavía deben pro-
ducirse más mejoras antes de que los MOFs puedan convertirse en opciones

*La mineralización biomimética es un proceso mediado por compuestos orgánicos que
implica la formación de núcleos cristalinos heterogéneos, que se da en condiciones ambien-
tales y entornos acuosos.(Liang et al., 2015; Xu et al., 2007)
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terapéuticas viables.
En la actualidad, la bioseguridad y la biodegradabilidad son las princi-

pales di�cultades de los MOFs en la administración de fármacos.

2.2.1. Evaluación sistemática de bioseguridad a los MOFs

La bioseguridad de los portadores MOFs es crucial para determinar si
son o no candidatos viables en estudios clínicos. Abordar la toxicidad es un
tema complejo, puesto que además de la composición de los MOFs, la distri-
bución de su tamaño, los comportamientos de degradación, la agregación, la
interacción con las biomoléculas, etc., son factores que condicionan en gran
medida su bioseguridad.

Estudios iniciales in vitro demuestran la baja citotoxicidad de diferentes
formulaciones de MOF (Sajid (2016), Tamames-Tabar et al. (2014)). En
2017 se llevó a cabo el primer estudio sistemático in vitro para evaluar la
biocompatibilidad de varios MOF (Zr, Fe, Cr) tanto en células sanas como
dañadas para su potencial uso como portadores de fármacos e implantes
médicos [87]. Por otro lado, si bien varios MOF han demostrado ser útiles
para aplicaciones in vivo, algunas mejoras siguen siendo pertinentes.

Serre et al. publicaron en 2018 una revisión relevante destacando estos
retos (Simon-Yarza et al., 2018), como la escasa disponibilidad de datos para
la toxicidad in vivo en humanos de los ligandos orgánicos, criticando que la
gran mayoría de los ejemplos in vivo solo se aplican al cáncer en lugar de
a líneas celulares sanas para demostrar con certeza la falta de toxicidad del
MOF. Además de hacer enfásis en que las pruebas in vitro están lejos de
reproducir la situación in vivo, sugiriendo que para obtener un mayor grado
de comprensión sobre la posible toxicidad de los MOFs tras su administración
en humanos, es preciso centrarse en los informes que tratan de modelos in
vitro o ex vivo en los que se imita especí�camente una situación in vivo,
en lugar de basarse en meras pruebas de toxicidad in vitro utilizando líneas
celulares ya establecidas.

2.2.2. Estabilidad y biodegradabilidad de los MOFs

La farmacocinética de los sistemas de administración de fármacos, debe
ser estable y capaz de distribuirse e�cazmente en el cuerpo para hacer lle-
gar el fármaco al lugar de destino. En general, los MOFs suelen ser menos
estables que sus homólogos inorgánicos u orgánicos puros. Y aunque esto
podría considerarse como una ventaja, ya que los componentes estructurales
pueden ser excretados fácilmente de los organismos vivos, lo que se denomi-
na biodegradabilidad, la rápida disolución de algunos de ellos en condiciones
�siológicas y diferentes valores de pH y fuerza iónica puede conducir a la libe-
ración incontrolada del huésped, en el caso de la administración de fármacos,
así como a la desintegración del complejo antes de alcanzar células/tejidos
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de destino (Bosch et al., 2014). Al margen de esto, también la posible acu-
mulación endógena de metales en los tejidos u órganos, puede dar lugar a
nuevas enfermedades y efectos tóxicos.

La estabilidad de los MOFs depende de la intensidad del enlace de coordi-
nación entre los iones metálicos y los ligandos, cuya consideración es necesaria
durante la fabricación de MOFs dirigidos a aplicaciones en medios acuosos.
En el caso de medios biológicos, la razón principal por la que algunos MOFs
son inestables es el hecho de que las moléculas de agua, los iones y otras
moléculas del entorno compiten con los ligandos por la interacción con los
iones metálicos o los clústeres, provocando el colapso o la degradación de
la estructura. A su vez, factores como la elevada hidrofobicidad y la escasa
cristalinidad in�uyen sobre la estabilidad de los MOFs en medios acuosos.

2.2.3. los MOFs como candidatos prometedores

Pese a que los MOFs no se concibieron originalmente para la administra-
ción de fármacos, han demostrado ser útiles para este �n gracias al control
preciso de su tamaño, estructura y dimensiones de los poros; así como a la
funcionalización directa de la super�cie; la elevada capacidad de carga de
fármacos; la liberación controlada de fármacos en entornos biológicos; y la
protección/estabilización de fármacos.

Aunado a ello, los métodos sintéticos pueden modi�carse para crear
MOFs de tamaño nanométrico o ajustar las dimensiones de los poros del
MOF para mejorar la carga o controlar la liberación. (Pham et al. (2020),
Khandelwal et al. (2018), Teplensky et al. (2019)) Incluso es posible reali-
zar modi�caciones sintéticas o postsintéticas capaces de mejorar la carga,
la orientación y la estabilidad de los MOFs en entornos biológicos. (Cheng
et al. (2018), Chen et al. (2018a), Rojas et al. (2016))

Asimismo, se ha demostrado que la liberación de moléculas desde los
MOFs puede ser controlada. A partir de la activación de los MOFs con de-
terminados estímulos (pH, ATP, luz ultravioleta, etc.). La tasa de degrada-
ción de los MOFs en entornos biológicos y, por lo tanto, la tasa de liberación
de fármacos también puede ser manipulada mediante la elección de MOFs
funcionalizados externa e internamente que mejoren la biocompatibilidad
y permitan entornos hidrofílicos e hidrofóbicos dentro de los poros para la
encapsulación de diferentes fármacos a demanda (Chen and Wu, 2018).

Por otra parte, muchos MOF se pueden sintetizar fácil y rápidamente a
bajo costo. Los MOFs generalmente se sintetizan mediante técnicas hidroter-
males o solvotérmicas en las que los cristales crecen lentamente a partir de
una disolución caliente de los precursores (Li et al., 1999; Pichon et al., 2006;
Yaghi and Li, 1995). Una cuestión importante es la activación de los MOFs
después de la síntesis. Los solventes utilizados durante la síntesis general-
mente permanecen en los poros de los materiales, y generalmente se requiere
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la activación por calentamiento para eliminar estas moléculas de solvente. La
obtención de un material que esté libre de defectos y moléculas de disolvente
es de suma importancia para la capacidad de adsorción de los adsortivos en
los MOFs (Liu et al., 2007).

Actualmente, los esfuerzos se centran en el desarrollo de nuevos MOFs
altamente estables y biocompatibles, que permitan un control deseable de la
dosis y una liberación espacial y temporal del fármaco (Chen and Wu, 2018).

Como resultado de los nuevos hallazgos en la tecnología de los MOFs,
tales como la expansión isoreticular o el uso de polímeros que exhiben la
llamada capacidad de �respiración�**, se han desarrollado y aplicado diver-
sos enfoques basados en la carga de fármacos para la preparación de MOFs
activos, incluyendo aquellos basados en simples interacciones electrostáticas
o puentes de hidrógeno, prefuncionalización de ligandos orgánicos, modi�-
caciones postsintéticas, e intercambio de ligandos o metátesis (André and
Quaresma, 2016).

Todo lo anterior, ha dado lugar a una amplia gama de posibilidades
que han allanado el camino para consolidar a los MOFs como sistemas de
administración potenciales.

2.3. MOF para la administración cutánea

Entre las diferentes vías de administración, la cutánea es una vía sencilla,
no invasiva y versátil para administrar principios activos. Y actualmente
se considera, junto con el tratamiento oral, como el área de investigación
innovadora más exitosa en la administración de fármacos con alrededor del
40% de los productos potenciales en evaluación clínica relacionados con los
sistemas transdérmicos o dérmicos (Yaghi, 2016).

En 1979 se aprobó en Estados Unidos el primer sitema transdérmico de
administración sistémica, un parche de tres días que administraba escopola-
mina para tratar el mareo. Tan sólo una década más tarde, los parches de
nicotina pasaron a ser el primer éxito de ventas transdérmico, contribuyendo
a aumentar el per�l de la administración transdérmica en medicina y para el
público en general. La media de aprobación de un nuevo parche entre 1979 y
2002 fue de 2,2 años. Mientras que en los últimos 5 años (2017-2021) la tasa
se ha triplicado llegando a aprobarse un nuevo sistema de administración
transdérmica cada 7,5 meses. Actualmente se estima que por año se fabrican
alrededor de mil millones de parches transdérmicos.

Las vías de administración transdérmica superan el metabolismo de pri-
mer paso del hígado que puede metabolizar prematuramente los fármacos,
además de reducir los efectos secundarios adversos o la pérdida de actividad

**Los llamados MOFs �respirables� responden a estímulos externos y muestran estruc-
turas �exibles y dinámicas en función de la temperatura, la presión y/o las condiciones
ambientales.
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por degradación a lo largo del tracto gastrointestinal, que son inherentes
a la administración oral (Yaghi (2016), Yaghi (2019b)). Esta vía de admi-
nistración de fármacos representa una alternativa interesante a las vías de
administración tradicionales, como la oral o la inyecciones parenterales, por
su carácter no invasivo, evitando el dolor y la generación de desechos médi-
cos peligrosos (Jiao et al., 2018a). A su vez, la administración transdérmica
de fármacos precisa de dosis más bajas que la administración oral, dado que
la longitud del trayecto de difusión necesaria para llegar a la vasculatura es
menor (Yaghi, 2016).

Por otra parte, la inestabilidad de algunos principios activos en la fórmula
o en la piel (por ejemplo, degradación, precipitación), su liberación incon-
trolada y el escaso control de su permeabilidad cutánea, limitan seriamente
el uso de esta vía (Lin et al., 2019a). En tal contexto, varios portadores
han sido propuestos a �n de superar estos inconvenientes. Sin embargo, las
sustancias biomédicas convencionales aplicadas en el tratamiento cutáneo
revelan un bajo rendimiento y aplicaciones restringidas. La alta capacidad
de almacenamiento hace de los MOFs candidatos prometedores, por ofrecer
un suministro de fármacos e�ciente y altamente ajustable. Algunos de los
MOFs que se utilizan en cosmética y medicina para el tratamiento cutáneo
son: ZIF-11(Zn) Park et al. (2006), MIL-101(Fe) (Férey et al., 2005), MIL-
101-NH2(Fe) (Bauer et al., 2008), MIL-101-NO2(Fe), MIL-101-CH3(Fe),
MIL-101-Br (Fe), MIL-100(Fe) (Férey et al., 2004), HKUST-1(Cu) (Chui
et al., 1999), MOF-808(Zr) (Liang et al., 2014), MIL-53(Al) (Serre et al.,
2002), UiO-66(Zr) (Cavka et al., 2008), PCN-333(Fe) y PCN-333(Al) (Feng
et al., 2015).

La penetración de los ingredientes activos a través de la piel es un pa-
rámetro clave que in�uye en la biodisponibilidad de los mismos. Por este
motivo, se han explorado los MOFs como sistemas de administración con el
�n de evaluar su e�cacia de cara a aumentar la penetración de las moléculas
activas en la piel.

Atendiendo a esta tendencia de mejora de los tratamientos cutáneos para
la liberación de principios activos, el presente trabajo investigará por prime-
ra vez la encapsulación y liberación del antioxidante ácido ferúlico AF en
condiciones cutáneas utilizando el MOF MFM-300(Sc), con una estabilidad
excepcional, a los que se evaluará su permeabilidad cutánea con ensayos in
vivo, in vitro y ex vivo, con el objetivo encauzar el desarrollo de una terapia
cutánea avanzada con dichas MOF en futuras investigaciones.

A continuación se describen los métodos y técnicas utilizados para ob-
tener y caracterizar los MOFs para la administración de fármacos. También
se discuten las síntesis y modi�caciones de los MOFs útiles para mejorar su
aplicación en el suministro de fármacos. Se discutirán varias técnicas de carga
de fármacos especí�cas para los MOFs. Por último, se presentarán los MOFs
basados en Sc(III)-MOFs de escandio, en particular el MOF MFM-300(Sc)
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Figura 2.3: Niveles de estructura y composición de los MOFs: nivel 1, nodo
y enlazador; nivel 2, unidad de construcción secundaria (SBU) ; nivel 3,
estructura de marco interno; y nivel 4, morfología.

como candidatos a sistemas portadores del AF.

2.3.1. Estructura y diseño

Es posible describir las estructuras de los MOFs en cuatro niveles (ver
Figura 2.3). Donde el primer nivel corresponde a los componentes químicos
utilizados para construir el MOF, es decir, un ion metálico (nodo) y un ligan-
te orgánico. Los iones metálicos multivalentes suelen ser los más utilizados;
no obstante, los iones monovalentes han sido también utilizados (Han et al.,
2018). Entre los iones más utilizados en los MOFs dirigidos a la administra-
ción de fármacos se encuentran el circonio(IV), el hierro(III) y el zinc(II).
Para la síntesis de MOF, los ligandos suelen tener múltiples grupos funcio-
nales carboxilo o amina que se extienden a partir de una cadena alquílica
o de una estructura anular como el benceno o el imidazol. La coordinación
del ligando con el ión da lugar a una red de estructura cristalina con una
geometría periódica repetitiva. Y aunque los MOFs tienen, en su mayoría,
estructuras rígidas, existen otros que poseen cierta �exibilidad estructural.
(Horcajada et al. (2010), McKinlay et al. (2013))

El segundo nivel de estructura se denomina unidad de construcción
secundaria (SBU), es el motivo estructural de�nido por los centros metálicos
coordinados que de�ne al nodo inorgánico en una geometría relativamente
rígida (Yaghi et al., 2003). En esencia, las SBU sirven de plantilla o célula
unitaria para el crecimiento de la estructura del MOF. Mediante la unión
de múltiples SBU por ligandos, la estructura interna, el tercer nivel de la
estructura del MOF, se de�ne. Este tercer nivel abarca los poros y las
jaulas (es decir, el volumen vacío) del MOF. De forma general, la estructura
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de los poros puede determinarse a priori, dado un ion metálico y un ligando
concretos (Yaghi et al., 2003).

Los primeros tres niveles estructurales de los MOFs quedan básicamente
predeterminados por el metal y el ligando que los coordina (Kalmutzki et al.,
2018), mientras que la morfología externa (tamaño, forma, orientación), el
cuarto nivel estructural de un MOF, está condicionada por el crecimiento
de la estructura interna. Así, la morfología externa del MOF se verá condi-
cionada por los procedimientos de síntesis utilizados y por el hecho de que se
encapsulen moléculas (por ejemplo, terapéuticas) durante la síntesis. (Wang
et al. (2016), Liang et al. (2015)) De igual forma, los MOFs presentan sitios
metálicos coordinadamente insaturados (CUSs) que pueden actuar como áci-
dos de Lewis y ayudar a cargar moléculas en la super�cie y funcionalizar el
MOF. (Lei et al. (2018), Hidalgo et al. (2020))

Uno de los conceptos sobre los que más se ha incidido en la química de
los MOFs es el de la síntesis isorreticular. El principio consiste en la susti-
tución de unidades de construcción inorgánicas u orgánicas por otras topo-
lógicamente similares o idénticas. Con esto, el tamaño de los poros puede
ampliarse empleando ligandos más grandes y la química de la super�cie pue-
de modularse utilizando moléculas orgánicas funcionalizadas o sustituyendo
cationes inorgánicos.

En el marco de este concepto, es posible realizar modi�caciones estructu-
rales totalmente reversibles en función de las moléculas huésped ocluidas,
siendo denominadas dichas estructuras como MOF respirables. Esta res-
piración con�ere a los MOFs �exibilidad estructural, responden a factores
externos como moléculas invitadas, temperatura y presión; y es altamente
dependiente del ion metálico incorporado, permitiendo ampliar el número de
conformaciones de la estructura. En cambio, sí se aumenta el tamaño de la
molécula de unión, este efecto de respiración puede suprimirse. (Keskin and
K�z�lel, 2011)

Por otro lado, la funcionalización y modi�cación postsintética de los
MOFs también pueden ser utilizadas para la mejora de la liberación, la
orientación, la estabilidad coloidal y la vida media biológica, tanto de los
MOFs como de los fármacos, a través de diversas técnicas, entre las que se
encuentran:

La mineralización biomimética, que consiste básicamente en la adición
de otros inductores orgánicos a la solución utilizada para incorporar
grupos funcionales a los polímeros que proporcionen interacciones fa-
vorables para el sistema MOF-fármaco.

La aplicación de recubrimientos a los MOFs, que van desde polímeros y
biomoléculas hasta membranas celulares completas,(Li et al. (2018b),
Cheng et al. (2018), Ding et al. (2020), Illes et al. (2017)).

Las modi�caciones mecánicas y térmicas en la manipulación de las
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estructuras de MOF. Tales como la molienda con un molino de bolas y
la trituración mecánica que se han utilizado para disminuir el tamaño
de los cristales de los MOFs para aprovechar el efecto de mejora de
la retención y la permeabilidad (EPR) en el cáncer o para aumentar
la biocompatibilidad.(Kundu et al. (2014), Shearier et al. (2016)) Del
mismo modo, el tratamiento térmico, que conduce al colapso parcial de
los poros, se utilizó para ralentizar y ampliar los per�les de liberación
de fármacos (Teplensky et al., 2017).

Dicha capacidad de control �no y multinivel de las características quími-
cas y estructurales de los MOFs hace que sean un producto muy atractivo
para su uso en aplicaciones de administración de fármacos, en las que se
requiere un control e�caz de los materiales a nivel molecular para fabricar
"materiales a medida".

2.3.2. Síntesis y caracterización

Tal y como se señaló anteriormente, además de las opciones de dise-
ño a escala molecular, también es posible controlar el orden macroscópico
del MOF, el cuarto nivel, a través de síntesis controladas que utilizan la
cinética de reacción, las proporciones reactivo/disolvente, el equilibrio, la
temperatura y los agentes moduladores para lograr el tamaño y la forma de-
seados (Rojas et al. (2016), Zhang et al. (2020b),Kida et al. (2013), Cravillon
et al. (2011)). Los agentes moduladores, quimicamente similares al ligando
del MOF, tienen la capacidad de alterar la nucleación y el crecimiento del
MOF, al actuar como ligandos competitivos en la síntesis o la desprotona-
ción de los reactivos.(Wang et al. (2018b), Feng et al. (2019a))Además, los
agentes moduladores pueden introducir defectos en la estructura del MOF
a �n de lograr tamaños de poro mayores o porosidad adicional.(Wang et al.
(2016),Wang et al. (2018b), Wang et al. (2017),Lian et al. (2017), He et al.
(2017), Liang et al. (2014), Jarai et al. (2020))

Los métodos de síntesis varían en función del MOF. Las síntesis más
comunes para los MOFs son las solvotérmicas y no solvotérmicas. En general,
la síntesis solvotermal se lleva a cabo por encima del punto de ebullición o
a altas presiones para disolver los reactivos y promover la síntesis. Por el
contrario, la síntesis no solvotermal se lleva a cabo por debajo del punto
de ebullición del disolvente y suele realizarse en condiciones de reacción que
favorecen la nucleación. También existen otros métodos de síntesis menos
convencionales, destinados a aplicaciones de administración de fármacos, que
incluyen el uso de microondas (Illes et al., 2017), la sonicación (Wang et al.
(2018b),Abazari et al. (2018)), o el pulido mecánico (Nadizadeh et al. (2018),
Bennett et al. (2011)).

Finalizado el proceso de síntesis de los MOFs, se lleva a cabo un pro-
ceso denominado �activación�, que se realiza a �n de evitar problemas de
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sustancias tóxicas en aplicaciones biológicas, mediante la eliminación de las
moléculas invitadas (disolvente u otros productos químicos utilizados du-
rante la síntesis) del MOF sin comprometer su integridad estructural y, por
tanto, su porosidad (Butova et al. (2016), Mondloch et al. (2013)).

A continuación, el MOF activado se caracteriza mediante una serie de
enfoques. Las caracterizaciones preliminares realizadas a los MOFs son la di-
fracción de rayos X de polvos (PXRD) para con�rmar su estructura cristalina
antes y después de la exposición a diferentes disolventes. Análisis termogra-
vimétrico (TGA), para evaluar la estabilidad estructural hasta una deter-
minada temperatura. Análisis IR por transformada de Fourier (FTIR) para
con�rmar la unión y posteriormente la carga del fármaco de interés. Adsor-
ción de nitrógeno para determinar las características de la estructura porosa
del MOF en cuestión, así como el área super�cial Brunauer-Emmett-Teller
(BET) y el volumen de poro. Otra herramienta útil consiste en el modelado
molecular de los MOFs para revelar el esquema de coordinación, con�rmar el
SBU, los diámetros de los poros, el volumen libre y el patrón de difracción de
rayos X simulado. La microscopía electrónica de barrido (SEM) y la micros-
copía electrónica de transmisión (TEM) también son comúnmente utilizadas
para visualizar la morfología macroscópica de las partículas de MOF, depen-
diendo de su tamaño.(Wang et al. (2018b), Su et al. (2015)) Por otro lado,
al tratarse de bioaplicaciones es necesario realizar pruebas de citotoxicidad
del MOF como un todo y a sus componentes por separado, monitoreando su
impacto en la viabilidad celular y la proliferación de �broblastos dérmicos
humanos (Paudel et al., 2010), este último en el caso particular de estudio
que aquí se discute.

2.3.3. Carga, encapsulación y liberación de fármacos

El hecho de que los MOFs ofrezcan excepcionales niveles de carga de
fármacos los ha posicionado como sistemas portadores de fármacos de gran
potencial. Las propiedades físicas y químicas de los MOFs son las que rigen
la capacidad de carga de los fármacos.

En lo que concierne a las propiedades físicas, el tamaño de los poros,
el área super�cial, el volumen de poro y la dinámica estructural son factores
a tener en cuenta (Horcajada et al., 2006).

Dependiendo de la composición del MOF y de las interacciones huésped-
huésped, los poros del MOF experimentan respiración, hinchazón, rotaciones
del ligando y desplazamientos de la subred (Cawley and Ruhm (2011), Sch-
neemann et al. (2014)).

En la respiración de los MOFs, se producen transiciones reversibles en
las estructuras de las celdas unitarias al unirse a moléculas cargadas, lo que
conlleva un desplazamiento sustancial de los átomos de la estructura y un
cambio en el volumen de la celda unitaria (McKinlay et al., 2013). Mediante
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el hinchamiento, la celda unitaria se expande gradualmente. (Schneemann
et al. (2014), Silva et al. (2016)) Con la rotación del ligando alrededor de los
centros de coordinación del metal, la apertura del poro se expande y provoca
la adsorción de moléculas más grandes de lo esperado (Fairen-Jimenez et al.,
2011). En el caso de que las fuerzas de unión sean relativamente débiles
(interacciones de Van der Waals), los desplazamientos de la subred admiten
la reubicación y el desplazamiento de los componentes del MOF (Nasrollahi
et al., 2020). Ahora bien, el aprovechamiento de esta dinámica para �nes
especí�cos ha supuesto un esfuerzo por comprender qué SBU, ligandos e
iones metálicos permiten una �exibilidad dinámica en la estructura del MOF
(Nasrollahi et al., 2020).

Cabe mencionar que aunque la rotación del ligando y los desplazamientos
de la subred no han sido ampliamente explorados en la carga y liberación
de fármacos, sí lo han sido en el almacenamiento de gases y pueden explicar
algunos fenómenos de liberación (Schneemann et al., 2014).

La estabilidad y la carga de los fármacos en los MOFs también se de�nen
por sus propiedades químicas. La interacción entre las moléculas terapéu-
ticas y los MOFs puede producirse a través de las fuerzas de Van der Waals
(Khandelwal et al., 2018) o de las características moleculares especí�cas de
los MOFs, como las producidas por las estructuras aromáticas que se encuen-
tran en muchos ligandos de los MOFs y que contribuyen a las interacciones
favorables de apilamiento π − π en las moléculas de carga. Por su parte, al-
gunos fármacos pertenecientes a moléculas pequeñas utilizan los enlaces tipo
puente de hidrógeno como herramienta para mejorar el efecto de la carga
(Leng et al., 2018). A la hora de optimizar la carga del fármaco, es preciso
tener en cuenta el pH durante la carga y el pH del entorno de liberación del
mismo, puesto que el pH interviene en las interacciones electrostáticas y en
los enlaces tipo puente de hidrógeno.

Se siguen dos técnicas principales para cargar el fármaco en la estructura
del MOF. La diferencia entre ambas depende de las interacciones entre el
fármaco y el MOF, las cuales pueden ser a través de uniones no covalentes
(Luo et al. (2019), Agostoni et al. (2015)) y covalentes ((Luo et al., 2019),
Giliopoulos et al. (2020)).

1. En la estrategia de encapsulación (unión no covalente), las moléculas
de los fármacos se sitúan dentro de los poros de los MOFs mediante
el apilamiento π − π, las fuerzas de Van der Waals y las interacciones
electrostáticas. La encapsulación del fármaco se realiza luego de una
modi�cación post-sintética del MOF que ocurre en varios pasos. En
primer lugar, se sintetiza y activa el MOF. A continuación, el MOF y el
fármaco se mezclan en un disolvente, promoviendo la carga del fármaco
por �sisorción. A continuación, se elimina el disolvente por evaporación,
y el exceso de fármaco se retira de la super�cie del MOF tras su lavado.
Alternativamente, la sonicación y la trituración mecánica se utilizan
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para la encapsulación postsintética (Rojas et al. (2016), Kundu et al.
(2014)).

2. Mientras que en el método de autoensamblaje directo (enlace covalen-
te), el fármaco se dopa dentro de las cavidades de la estructura durante
el proceso de síntesis. En este caso, ya sea que el fármaco se conjuga con
los enlazadores orgánicos, o el propio fármaco se utiliza como enlazador
en la construcción de los MOFs, o el fármaco se une a las subunidades
de los MOFs.

Las técnicas de análisis utilizadas a menudo para con�rmar la carga de
fármacos son:

El TGA, cuyo resultado es la con�rmación de la carga de fármacos
en el sistema MOF-fármaco por los cambios en las curvas TGA en
comparación con el MOF sin carga. Además, la protección del fármaco
con respecto a la degradación también puede evaluarse mediante el
TGA (Lei et al. (2018), Liang et al. (2016a)).

La adsorción y desorción de nitrógeno, así como la super�cie de Brunauer-
Emmett-Teller (BET), son utilizadas para con�rmar la carga del fár-
maco a través de la evaluación de la reducción del área super�cial
disponible y del volumen de los poros (Pham et al. (2020), Chen et al.
(2017)).

El TEM y SEM puede utilizarse para con�rmar la formación de estruc-
turas mesoporosas por la incorporación del fármaco en la estructura
del MOF o evidenciar cambios en la morfología (Zheng et al. (2016),
Wang et al. (2017)).

Para con�rmar la carga de calceína y biomoléculas marcadas con �uo-
rescencia se utilizan mediciones de �uorescencia (Khandelwal et al.
(2018), Wang et al. (2018b), Chen et al. (2018b), Illes et al. (2017)).

En el caso de terapias cargadas en super�cie, la medición del potencial
zeta y del tamaño del MOF una vez cargado permite determinar la
presencia del fármaco (Wang et al. (2017), Zhao et al. (2020)).

En conjunto las espectroscopias FTIR y NMR, así como el PXRD son
aplicados en la con�rmación de la �delidad de la síntesis del MOF y
la carga del fármaco (Lei et al. (2018), Liang et al. (2015), Yang et al.
(2016), Haddad et al. (2020)).

Los ensayos funcionales, se efectúan después de la liberación del fár-
maco a través del MOF para con�rmar que tanto el fármaco como el
sistema MOF-fármaco es e�caz después de la carga.
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Figura 2.4: Sistema de bolsa de diálisis para estudios de perfusión de fármacos
a través de una membrana semipermeable, promovidos por los diferentes
gradientes de concentración entre los medios involucrados.

Sobre este último punto, cabe señalar que en el caso concreto del presente
estudio, los ensayos funcionales estuvieron enfocados a la vía de liberación
transdérmica y consistieron en lo siguiente: (1) cinética de liberación, (2) per-
meación, (3) biodistribución, (4) y �nalmente la conservación de la actividad
terapeutica del fármaco en cuestión.

1. La cinética de liberación del fármaco a través del MOF es evaluada
mediante estudios in vitro utilizando la técnica de difusión con bolsa
de diálisis. La diálisis es una técnica basada en la difusión de peque-
ños solutos desde una solución concentrada a una solución de menor
concentración de este soluto a través de una membrana semipermeable
hasta alcanzar el equilibrio (ver Figura 2.4), la cual es muy utilizada
para analizar el per�l de liberación del fármaco tras ser liberado del
sistema (Ribeiro et al. (2015), DâSouza (2014)).

2. Los ensayos de permeación ex vivo se llevan a cabo en celdas de difusión
de Franz usando tejido biológico. Las celdas de difusión Franz permiten
predecir la permeabilidad del tejido biológico en cuestión. Estas celdas
consisten básicamente en dividir por medio de una membrana (tejido
biológico) un compartimento donante y un compartimento aceptor. Al
compartimiento donante se le aplica el fármaco en solución a una con-
centración lo su�cientemente grande como para mantenerla constante
durante el transcurso del experimento (ver Figura 2.5). El muestreo
del compartimento aceptor se realiza de forma continua o a intervalos
de tiempo predeterminados. Es necesario que todo el sistema se lleve a
cabo en condiciones controladas de temperatura y humedad para simu-
lar las condiciones �siológicas. por otra parte, la agitación constante
de la fase receptora garantiza que la difusión no se vea obstaculizada
por la acumulación de altas concentraciones locales y proporciona con-
diciones de sumidero durante todo el tiempo que dure el experimento
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Figura 2.5: Representación de las celdas de Franz,que se ocupan en los estu-
dios de permeación del fármaco.

(Ng et al. (2010), Salamanca et al. (2018), Pulsoni et al. (2022)).

3. La técnica de Tape-Stripping (ver Figura 2.6) es utilizada para analizar
la biodistribución del fármaco, en función de la cantidad de fármaco
retenido en las diveras capas internas del tejido biológico. Después de
la aplicación tópica y la penetración de las formulaciones, las capas
super�ciales del tejido se eliminan sucesivamente de la misma área
utilizando películas adhesivas (DâSouza (2014), Escobar-Chavez et al.
(2008), Esposito et al. (2018), Limcharoen et al. (2019)).

4. El efecto terapeútico del fármaco, es evaluado mediante el control de
las especies reactivas de oxígeno (ROS) utilizando �broblastos de tejido
biológico.

A continuación se hace una revisión de los MOFs a base de escandio,
que son de interés en este estudio, señalando algunas de sus propiedades y
peculiaridades.

2.3.4. MOF a base de escandio MFM-300(Sc)

La investigación sobre el escandio (Sc) ha atraído la atención de los in-
vestigadores en el ámbito de la microelectrónica, la ingeniería de cohetes y
otros campos tecnológicos avanzados (Emigh (1990), Ahmad (2003), Sch-
midtke et al. (2011)). Dicha atención se debe a las numerosas propiedades
útiles, en particular la alta estabilidad térmica, la mejora de la fuerza y la
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Figura 2.6: Diagrama que ilustra el proceso de desprendimiento de las capas
super�ciales de la piel, a través de la ténica de Tape stripping.

resistencia a la corrosión y la radiación asociadas al escandio (Svistunova
et al. (2008), Nicholls (2017)). De los elementos del grupo de las tierras ra-
ras, el escandio es el más ligero y es el primer metal de transición de la tabla
periódica. Su posición en la tabla periódica y, por tanto, su con�guración
electrónica explican varias propiedades inusuales observadas en este metal.
El escandio tiene tres electrones de valencia externos más allá del núcleo de
gas raro del argón, y por lo tanto se asocia con los metales del grupo de
las tierras raras que también tienen tres electrones de valencia más allá de
sus núcleos de gas raro. Al ser un elemento trivalente que comienza en el
grupo IIIB (Horovitz, 1975), el escandio es similar en apariencia al aluminio,
pero ocupa una posición intermedia entre las tierras raras típicas y otros
elementos ligeros (Shannon and Prewitt, 1969).

A causa de su pequeño tamaño (el más pequeño del grupo de elementos
de tierras raras), el Sc(III) es el menos básico de estos iones trivalentes y, por
lo tanto, puede formar fácilmente complejos con ligandos orgánicos e inorgá-
nicos (Cheisson and Schelter, 2019). Asimismo, su tamaño iónico promueve
la formación de compuestos iónicos refractarios muy estables. Según los da-
tos de la Cambridge Structural Database (CSD), el número de coordinación
(CN) del Sc(III) suele ser seis, pero también se incluyen compuestos con CNs
de 3 a 9. Luego, a raíz de ese carácter oxó�lo, los enlaces de coordinación del
Sc(III) son considerablemente fuertes, hecho que se interpreta como una ma-
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yor robustez (Haas and Franz, 2009). A su vez, la baja densidad del Sc(III),
en relación con los iones metálicos de transición divalentes más utilizados,
como el Zn(II) o el Cu(II); favorece el aumento de los enlaces coordinativos
con el ligando orgánico, lo que a su vez da lugar a estructuras más esta-
bles térmicamente y con un mayor grado de porosidad (Ibarra et al., 2011).
Por lo general, los bloques de construcción de estructuras porosas a base de
escandio se sintetizan mediante reacciones hidrotermales/solvotérmicas con
métodos de calentamiento convencionales (Hoskins and Robson, 1990).

En la construcción de MOF basados en el escandio, la elección de los
ligandos orgánicos es crucial y una pequeña modi�cación de éstos, puede
cambiar considerablemente la arquitectura y funcionalidad del material re-
sultante. El empleo de ligandos de ácido carboxílico N-heterocíclico no sólo
puede orientar la dimensionalidad y la topología de los marcos seleccionados,
sino que también puede incorporar sitios funcionales en dichos Sc(III)-MOF
capaces de lograr interesantes propiedades novedosas (por ejemplo, aplicacio-
nes catalíticas) (Saraci et al. (2020), Cao et al. (2015), Perles et al. (2009),
Xia et al. (2014), ). En este sentido, el escandio se ha posicionado como
un metal de transición prometedor para el desarrollo de nuevos MOF con
una elevada super�cie especí�ca, alta estabilidad hidrolítica y térmica y di-
ferentes aplicaciones prometedoras (Cohen (2012), Yang et al. (2014)). Esta
contribución pretende mostrar el desarrollo del MOF MFM-300(Sc) como
sistema administrador de fármacos.

En este punto es preciso mencionar que a pesar de que los MOFs basados
en escandio son prometedoras para el desarrollo de materiales porosos con
alta super�cie especí�ca, alta estabilidad química y térmica aún en presen-
cia de agua, además de una alta capacidad de captura por unidad de peso
asociada a que el escandio es uno de los metales de transición más ligeros.
Hasta el desarrollo de esta investigación, no hubo investigaciones precedentes
sobre los Sc (III) -MOF para aplicaciones biomédicas. Es probable que esto
se deba principalmente a la controversia sobre la naturaleza biocompatible
de este metal. Ya que los hallazgos que se encuentran en la literatura refe-
rente al uso del Sc(III) en bioaplicaciones no deja clara sus pros o contras.
Por lo tanto, esto brinda la oportunidad de explorar los MOFs a base de Sc
(III) para posibles aplicaciones de entrega de fármacos, tomando como punto
de referencia los estudios previos de las mismas(Ibarra et al. (2011), Zárate
et al. (2019), Ibarra et al. (2016), Flores et al. (2020), Zhang et al. (2017),
Álvarez et al. (2015)).

La MFM-300(Sc), {[Sc2(bptc)(OH)2](H2O)1.25}∞ (H4 bptc es ácido
difenil-3, 3′, 5, 5′ -tetracarboxílico) se obtiene por síntesis solvotermal a par-
tir de hidrato de tri�ato de escandio y H4 bptc en una mezcla de DMF - THF
- H2 ligeramente acidi�cada. El ambiente de coordinación de los centros de
Sc (III) se encuentran coordinados a seis donadores de oxígeno: cuatro de
estos provienen del ligante y dos, de grupos µ2 −OH, cada uno vinculado a
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dos iones Sc(III). Este enrejado microporoso de escandio incorpora canales
de diámetro aproximado de 8,1 Å y un área super�cial de 1350m2g−1.

Al �nalizar la síntesis el MOF se activa por calentamiento, para promover
la desorción de las moléculas de solvente que generalmente permanecen en
los poros del material. Siendo esto importante para obtener una MOF pura,
además de mejorar su rendimiento de adsorción. Finalmente, se lleva a cabo
la carga del fármaco mediante un simple proceso de impregnación.

La presente contribución pretende ser un estudio pionero en el desarrollo
de los MOFs MFM-300(Sc) como sistemas de liberación de fármacos, en el
que se evalúe su viabilidad para bio-aplicaciones.

Su �nalidad consiste principalmente en dos puntos:

Proteger un agente antioxidante a través del MOF para que este llegue
al sitio de acción conservando la respuesta terapéutica deseada (co-
locación espacial del fármaco). El agente antioxidante cargado en los
MOFs será el ácido ferúlico (AF) que se puede usar para prevenir el
daño en la piel debido a la radiación ultravioleta (UV).

Entregar el agente antioxidante con una cinética continua y sosteni-
da que no requiera una dosi�cación frecuente de AF, (administración
temporal del fármaco).

Por último, se hablará del ácido ferúlico, que es el agente biológico de
interés en este estudio.

2.4. Actividad antioxidante del Ácido Ferúlico (AF)

En las últimas décadas, los productos naturales que contienen antioxi-
dantes, como los compuestos fenólicos, polifenoles y �avonoides, son objeto
del interés de los investigadores debido a sus potenciales efectos terapéu-
ticos (Crascì et al., 2018). En particular, los compuestos fenólicos se han
propuesto para el tratamiento de enfermedades in�amatorias, cáncer, obesi-
dad, diabetes, reacciones alérgicas o para prevenir/contrarrestar trastornos
neurodegenerativos (Zdu«ska et al., 2018).

2.4.1. Mecanismo de acción antioxidante

El ácido ferúlico (ácido 4-hidroxi-3-metoxicinámico) (AF), un derivado
del ácido cinámico, procedente del metabolismo de la fenilalanina y tirosi-
na, es un componente vegetal omnipresente (Kumar and Pruthi, 2014) que
muestra una actividad antioxidante e�caz debido a su anillo fenólico y a la
cadena lateral insaturada, que puede producir un radical fenoxi estabilizado
por resonancia, lo que explica su potente actividad antioxidante. Los radica-
les reactivos que colisionan con el AF consiguen extraer fácilmente un átomo
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de hidrógeno para formar el radical fenoxi, que se encuentra en una posición
altamente estabilizada por resonancia, puesto que el electrón no apareado se
puede encontrar tanto en el oxígeno así como en toda la molécula. La conju-
gación extendida en la cadena lateral insaturada también permite estabilizar
el radical fenoxi. (Choe, 2020). Esta estabilización explica el potencial anti-
oxidante efectivo del AF. Debido a su incapacidad para iniciar o propagar
una reacción en cadena de radicales, el radical fenoxi termina su vida en una
colisión y condensación con otro radical ferulado, lo que lleva a la formación
del dímero curcumina, que presenta un segundo grupo hidroxilo fenólico ca-
paz de mejorar aún más la actividad secuestradora de radicales debido a la
mayor estabilización de la resonancia y la formación de o-quinona. Final-
mente, la capacidad del ácido ferúlico de reforzar la actividad captadora de
radicales y de inhibir las enzimas que catalizan la formación de radicales
libres, lo convierte en un excelente eliminador de radicales libres.

2.4.2. Biodisponibilidad y absorción del AF

La absorción, metabolismo y absorción tisular del AF han sido amplia-
mente estudiados en roedores y humanos. Los metabolitos y del AF y sus
proporciones relativas dependerán de muchos factores, incluida la dosis, la
vía de administración y la especie animal.

La importancia �siológica del AF y, en particular, su actividad antioxi-
dante depende de su disponibilidad para la absorción y posterior interacción
con los tejidos de destino. Se espera que el AF permanezca en el cuerpo el
tiempo su�ciente para ayudar a mantener a raya a los radicales libres. En
comparación con otros antioxidantes, como la vitamina C, el AF permanece
en el torrente sanguíneo por más tiempo.

En condiciones normales el 56.1% del AF entra en los enterocitos por un
mecanismo que aún no se identi�ca. En estas células, el AF se conjuga fácil-
mente y los metabolitos resultantes abandonan las células intestinales solo
hacia el lado seroso porque no se detectan formas conjugadas de AF en el
lumen intestinal. En tales condiciones el 56.1% de AF perfundido correspon-
diente a la absorción, se recupera en la vena mesentérica plasmática como
derivado conjugado. Una parte de estos conjugados ingresa a los hepatocitos
y es secretada en la bilis (6% ) y 49.9% de la dosis perfundida se distribuye
a los tejidos periféricos y puede que tenga efectos biológicos.

2.4.3. Desafíos en la administración del AF

En el caso de ser administrado por vía oral, el AF muestra una rápida
absorción, alta distribución tisular y baja biodisponibilidad, además de ser
rápidamente metabolizado y eliminado del organismo. Mientras que al ser
administrado directamente por vía tópica, su efecto terapéutico es limitado
debido a que el estrato corneo actúa como barrera cutánea. Aunado a lo
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anterior, estudios de estabilidad acelerada para el AF indican que el tiem-
po de expiración del fármaco se estima en 459 días a 25◦C. No obstante,
su tendencia fotodegradarse limita su vida útil, además de reducir su efec-
tividad antes de que impregne el estrato córneo. Por lo tanto, para evitar
estas limitaciones y permitir su liberación continua y sostenida en el tiem-
po, el presente trabajo se propone encapsular el ácido ferúlico en su forma
de ferulato, el cual conserva las propiedades antioxidantes antes descritas, y
evaluar el sistema de administración transdérmica mediante pruebas físicas
y de penetración.



Capítulo 3

Metodología experimental

El presente estudio evalúa el MOF a base de escandio (MFM-300(Sc))
como sistema portador del antioxidante AF. Dicho MOF se sometió a evalua-
ción física, química, computacional y biológica. A continuación describimos
la metodología de cada una de las actividades que se llevarón a cabo para
obtener el sistema FER@MFM-300(Sc).

3.1. Desarrollo del sistema FER@MFM-300(Sc)

Los MOF MFM-300(Sc) se obtuvieron a partir de la síntesis solvotérmica
en el Laboratorio de Fisicoquímica y Reactividad de Super�cies (LaFReS)
del IIM-UNAM. Los materiales, síntesis, mediciones y protocolos seguidos se
describen a continuación.

3.1.1. Materiales

Todos los reactivos y disolventes fueron utilizados tal y como se recibieron
de los proveedores comerciales, sin ninguna otra puri�cación.

3.1.2. Síntesis del MOF MFM-300(Sc)

El MFM-300(Sc) ([Sc2(BPTC)]) se sintetizó de acuerdo con un procedi-
miento comunicado previamente (Ibarra et al., 2011): se mezclaron tri�ato
de escandio (0.030g, 0.061mmol) y H4BPTC (0.010g, 0.030mmol) en THF
(4.0mL), DMF (3.0mL), agua (1.0mL) y HCl (36.5%, 2 gotas). La mezcla
resultante se agitó hasta que se produjo la disolución completa. A continua-
ción, la disolución se colocó en un tubo de presión y se calentó en un baño de
aceite a 75◦C durante 72h. El tubo se enfrió hasta la temperatura ambiente
a una velocidad de 0.1◦C/min, y el producto cristalino incoloro se separó por
�ltración, se lavó dos veces con DMF (5.0mL) y se secó al aire. Rendimiento:
65.3% (basado en el ligando).

41
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3.1.3. Activación del MOF MFM-300(Sc)

Las muestras de MFM-300(Sc) intercambiadas con acetona (tres veces)
se activaron a 180◦C y 1.7× 10−3 Torr durante 12h.

3.1.4. Síntesis del MOF FER@MFM-300(Sc)

Posteriormente, el FER@MFM-300(Sc) se preparó siguiendo un protoco-
lo de impregnación: 60mg de MFM-300(Sc) desolvatado (previamente inter-
cambiada con acetona y activada a 180◦C y 1.7× 10−3 Torr durante 12h. A
continuación, esta muestra activada se secó durante 48 horas a 65◦C en un
horno) se impregnaron en una solución acuosa de ácido ferúlico (AF) (20mL,
0.5mg mL−1) a pH = 9 (a este pH, el AF está presente como anión ferulato
(FER−).* Esta mezcla se agitó (600 RPM) a temperatura ambiente durante
5 días. Después, la muestra se centrifugó a 12,500 RPM durante 30 minutos.
La concentración de FER− en el sobrenadante se analizó mediante espec-
troscopia UV-vis: El contenido de FER− en FER@MFM-300(Sc) se calculó
cuanti�cando la FER− en el sobrenadante después de centrifugar a 12,500
RPM durante 30 minutos.

El material recogido se lavó una vez con agua destilada y se recuperó
por centrifugación. Por último, el material se resuspendió en 3mL de agua
destilada y se lio�lizó. El proceso de lio�lización duró 12h y se realizó a
-49◦C, con un vacío de 0.021Torr.

3.1.5. Mediciones

Una vez completada la síntesis del MFM-300(Sc), se realizaron caracte-
rizaciones mediante las técnicas de PXRD, TGA, área super�cial usando el
modelo Brunaer-Emmett-Teller (BET), a �n de con�rmar la pureza de fase
del material y la activación total de su porosidad.

3.1.5.1. Difracción de rayos X de polvos (PXRD)

Los patrones de difracción se recogieron en el difractómetro de polvos
Rigaku ULTIMA IV, utilizando radiación Cu Kα1, α2 (λ = 1.54051, 1.54433
) de 2◦ a 30◦ (2 θ) y un tamaño de paso de 0.05◦ y 4s por paso en modo
continuo.

3.1.5.2. Isotermas de adsorción de N2

Las isotermas de N2 (hasta 1 bar y 77 K) se realizaron en un analizador
Belsorp mini II bajo vacío (10−3 bar). Las muestras de MFM- 300(Sc) y

*Dado que la apertura del poro de MFM-300(Sc) excede la dimensión del fármaco
(10.0× 7.1× 1.8Å3) FER− se espera que quede con�nado en sus canales.
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FER@MFM-300(Sc) se activaron a 100◦C durante doce horas y a 180◦C
durante dos horas, respectivamente (al vacío, 10−3 bar).

3.1.5.3. Análisis termogravimétrico (TGA)

Las muestras se analizaron bajo �ujo de nitrógeno (20mLmin−1) utili-
zando un TGA Q5000 que funcionaba desde la temperatura ambiente hasta
los 600◦C con una velocidad de calentamiento de 2◦C min−1 y 5◦C min−1.

3.1.5.4. Espectroscopia FTIR

Se midieron los espectros FTIR (a temperatura ambiente) utilizando un
espectrofotómetro FTIR Nicolet 6700.

3.1.5.5. Análisis de RMN

Los espectros CP-MAS 13C RMN de las muestras se registraron con un
espectrómetro Bruker AVANCE III HD 300 MHz FX-200 bajo las siguien-
tes condiciones: Pulso de 90◦, ancho de pulso; 4µs, repetición de pulso; 5s,
intervalo de pulso (tiempo de contacto de polarización cruzada); velocidad
de giro de 7kHz. Los valores de desplazamiento químico en los espectros se
referenciaron a TMS.

3.1.5.6. Imágenes de microscopía electrónica de barrido (SEM)

Las imágenes de microscopía electrónica de barrido (SEM) se registraron
con un microscopio electrónico de barrido de sobremesa JEOL, Neoscope
JCM- 6000, utilizando electrones secundarios a 15kV de corriente en alto
vacío.

3.1.5.7. Espectroscopía UV-vis

Los espectros UV-Vis se registraron en el UV-2600 (Shimadzu), a tem-
peratura ambiente.

3.2. Estudios in vitro y ex vivo del FER@MFM-
300(Sc)

3.2.0.1. Ensayos de citotoxicidad

Previo a la carga de AF en el MOF MFM-300(Sc), se investigó por se-
parado la citotoxicidad de este y de sus componentes (BPTC−4, Sc+3) me-
diante el monitoreo de su impacto en la viabilidad y proliferación celular de
�broblastos dérmicos humanos.
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Para ello, las células se cultivaron en medio DMEM/F12 (Gibco) comple-
mentado con suero bovino fetal (FBS) al 10% v/v (Gibco) y penicilina/es-
treptomicina (Gibco) al 1% v/v. Se probaron cinco soluciones de concen-
tración diferentes (5, 25, 100, 250 y 500 ppm) de los componentes (Sc+3 y
BPTC−4) y MFM-300(Sc) en dos ensayos celulares diferentes.

Para el primer ensayo, las soluciones se prepararon en agua bidestilada; a
continuación, se pretrataron placas de cultivo de 48 pocillos añadiendo inde-
pendientemente 100µL de las soluciones de cada componente y dejándolas se-
car durante 2h en condiciones estériles; los pocillos de cultivo pretratados con
DMSO se utilizaron como controles positivos. Inmediatamente después del
secado de las soluciones, se sembraron �broblastos (1.0×103 células/cm2) en
las placas de cultivo de pocillos pretratados y se incubaron con DMEM/F12
suplementado durante 24h a 37◦ y 5% de CO2. Por último, se analizó la via-
bilidad celular mediante el ensayo del kit LIVE/DEAD® Calcein/Etidium
homidimer (Thermo).

Para el segundo ensayo celular, las células se sembraron directamente en
placas de cultivo de 48 pocillos no tratadas y se incubaron en DMEM/F12
suplementado a 37◦ y 5% de CO2 durante 24 horas para permitir una ade-
cuada adhesión celular. A continuación, se sustituyó el medio de cultivo, de
forma independiente, por las diferentes soluciones de materiales (5, 25, 100,
250 o 500 ppm) preparadas en DMEM/F12 suplementado. A continuación,
las células se cultivaron durante 24h a 37◦C y 5% de CO2. Para los con-
troles positivos, se añadió DMEM/12 fresco, en lugar de la solución de los
materiales, a las placas de los pocillos de cultivo.

Por último, se estudió la viabilidad celular mediante el ensayo del kit
LIVE/DEAD® Calcein/Etidium homidimer (Thermo). Para ambas pruebas
celulares, el ensayo de homidímero de Calceína-AM/Etidium se realizó de
acuerdo con las directrices del fabricante del kit. Brevemente, las células se
incubaron con 1µM de calceína y 2µM de homodímero de etidio durante 30
minutos; después, las células se lavaron con PBS 1X (Gibco) y se mantuvieron
en DEM-F12 suplementado. Se tomaron inmediatamente fotografías con un
microscopio de epi�uorescencia (Zeiss) y se calculó el porcentaje de células
viables sobre el número total de células a partir de las micrografías utilizando
el software Image J.

3.2.0.2. Evaluación de la liberación in vitro del antioxidante

El per�l de liberación del antioxidante se obtuvo mediante un método
de membrana de diálisis. El FER@MFM-300(Sc) (30mg) se resuspendió en
1mL de medio salino tampón de fosfatos (PBS) (1.0M, pH 7.4). Esta mezcla
se vertió en una bolsa de diálisis y se colocó en un vaso de precipitados que
contenía 100mL de PBS (1.0M, pH 7.4). El medio de incubación se mantuvo
en agitación (600 RPM a 37◦C durante 8 días. A los tiempos preestablecidos
(0.5, 1, 2, 4, 6, 24, 72 y 192h), se extrajeron alícuotas (3mL) y se reemplazaron
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Figura 3.1: Imágenes de células de Franz de: (a) tejido extendido y pretra-
tado para su uso, (b) tejido colocado en celdas de Franz personalizadas para
estudios de difusión con suspensiones de FER@MFM-300(Sc) y AF; y (c)
tejido después del proceso de difusión.

con medio fresco para mantener las condiciones de "sumidero". La cinética de
la liberación del fármaco se siguió por medio de la cuanti�cación del fármaco
con espectroscopia UV-vis (UV-2600, Shimadzu), a una longitud de onda de
216nm, previamente validado por el método analítico descrito en la sección
4.2.1.

Después del experimento del per�l de liberación del fármaco, el sólido fue
recuperado y evaluado por PXRD, con la �nalidad de corroborar la retención
de la cristalinidad del material MOF.

3.2.0.3. Ensayo de permeación ex-vivo en piel humana por celdas

de Franz

Se utilizó el modelo de permeación celular de Franz para determinar la
capacidad de permeación del FER@MFM-300(Sc), simulando una aplicación
tópica del fármaco. Se empleó tejido humano de espalda baja (Figuras 2.5
A y 3.1). Este tejido se obtuvo de una donante femenina, sometida a cirugía
estética, y se empleó con el consentimiento previo de la donante y siguiendo
los lineamientos del protocolo aprobado por el Instituto Nacional de Reha-
bilitación (Ciudad de México, México) #5454 y la declaración de Helsinki.
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El tejido fue acondicionado en un medio de disolución salina con antibió-
ticos y conservado en un frasco hermético a 5◦C entre las primeras 12 horas
después de ser extraído; el grosor de la piel fue de 7mm. Para el comparti-
mento donante, las formulaciones FER@MFM-300(Sc) y la dispersión acuosa
de AF, equivalente a 4.15×mol de FER− se resuspendieron en 1mL de agua
desionizada. Se estableció un control negativo como tejido sin formulación.
El compartimento receptor consistía en un tampón de fosfatos de pH 7.4
que simulaba un medio �siológico. Los experimentos se llevaron a cabo en
un baño térmico para conservar la temperatura de 37◦C, y una velocidad de
agitación de 500 RPM durante 87h a los tiempos preestablecidos (0.5, 1, 2,
4, 6, 24, 72 y 192h). Después, se extrajo una alícuota de 3mL del compar-
timento receptor y se analizó por UV-Visible a 216nm para determinar la
cantidad de la carga que difunde a través de las capas de la piel (denominada
difusión sistémica). Como prueba de control, el experimento de permeación
se llevó a cabo también con una suspensión acuosa de AF (6.68mg ·mL−1)
(Figura 2.5 C). Los ensayos se realizaron por triplicado.

Por último, se procedió a analizar las muestras de piel para determinar
la biodistribución del antioxidante dentro de las capas de la piel. Para ello,
se retiraron cuidadosamente las muestras de piel de las celdas de Franz y
realizó el procedimiento de Tape-Stripping con 5 tiras sucesivas de cinta
adhesiva (Scotch® 3M®) a cada muestra de piel para eliminar la capa SC
(Figura 4.10), siguiendo la metodología de ensayo de permeabilización in
vivo (DâSouza (2014), Escobar-Chavez et al. (2008), Esposito et al. (2018),
Limcharoen et al. (2019)). A continuación, todas las tiras se introdujeron
en un matraz con 15mL de acetona, que se agitó mecánicamente durante
24h. Luego, cada muestra de piel se fragmentó en pequeños trozos con unas
tijeras quirúrgicas y se extrajo el fármaco con 15mL de acetona (24h). Las
muestras se examinaron por espectrofotometría UV-vis a una longitud de
onda de 327.5nm.

3.2.0.4. Evaluación del efecto antioxidante del FER− liberado del

MFM-300(Sc).

El efecto antioxidante del ferulato (FER−) liberado del MOF MFM-
300(Sc) se evaluó utilizando �broblastos de piel dérmica procedentes de ci-
rugías estéticas (tras la �rma de la carta de consentimiento informado), y se
trataron de acuerdo con el protocolo preestablecido (Pérez-Díaz et al., 2015).
El FER@MFM-300(Sc) se incubó en el medio de cultivo durante 5 días. Las
células se cultivaron en medio DMEM/F12 (Gibco) suplementado con 10%
de suero bovino fetal (Gibco) y 10% de penicilina/estreptomicina (Gibco).
Para analizar las especies reactivas de oxígeno (ROS) se utilizó el kit Cell-
ROX® (Thermo). Brevemente, se analizaron 500.000 células, las muestras
con MFM-300(Sc) y FA@MFM-300(Sc) se incubaron durante 20 minutos an-
tes de la incubación con H2O2, luego se realizó también la incubación con



3.3. Modelado molecular del FER@ MFM-300(Sc) 47

peróxido de hidrógeno (100mM) durante 20 minutos. Tras la incubación, se
realizó la tinción con CellRox (500nM) y 7-AAD (10µM , BD) durante una
hora siguiendo las instrucciones del proveedor. Las muestras se estudiaron en
el citómetro de �ujo FACS Aria III (BD). Se analizaron 10,000 eventos por
condición experimental y los porcentajes de células positivas se obtuvieron
con el software FACS Diva (BD).

3.3. Modelado molecular del FER@ MFM-300(Sc)

Para estimar la con�guración de las moléculas del fármaco en los sólidos
seleccionados, se realizaron cálculos de Monte Carlo (MC) y la teoría fun-
cional de la densidad (DFT) combinados para un mayor entendimiento de la
naturaleza microscópica del proceso de liberación del FER− por parte del
FER@MFM-300(Sc). La estructura cristalina del MFM-300(Sc) se tomó de
un trabajo experimental previo (Ibarra et al., 2011) y las posiciones atómi-
cas se relajaron en el nivel de la Teoría del Funcional de la Densidad (DFT)
manteniendo �jos los parámetros de la celda unitaria. Antes de proceder a
la interacción simulada entre el el FER− y el MFM-300(Sc), las estructuras
iniciales para el MFM-300(Sc) se optimizarón utilizando un funcional GGA-
PBE (Perdew et al., 1996), en el caso del anión ferulato (FER−) adsorbido se
ajustó geométricamente utilizando Na+ como catión compensador. Esta úl-
tima optimización usó cálculos de la teoría funcional de la densidad (DMol3

empleando un funcional GGA-PBE y base de DNP (ver Figura 3.2).
Las cargas atómicas del Na(FER−) (vease Figura 3.3) se calcularon me-

diante el enfoque de ajuste ESP (Heinz and Suter, 2004) (i) adsorción de
baja cobertura del NaFER en condiciones anhidras y (ii) adsorción de alta
cobertura del NaFER ya hidratado.
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Figura 3.2: Ilustración de la estructura optimizada por DFT de MFM-
300(Sc) (izquierda), descripción de los diferentes tipos de átomos (arriba
a la derecha) y sus correspondientes cargas (abajo a la derecha). Los átomos
de Sc, C, O y H se representan respectivamente en amarillo, gris, rojo y
blanco.

Figura 3.3: Ilustración de los iones Na+ y FER− mostrando sus tipos de
átomos (izquierda) y sus correspondientes cargas atómicas (derecha). Los
átomos de Na, C, O y H se representan respectivamente en color ocre, gris,
rojo y blanco.



Capítulo 4

Resultados y discusión

En el presente capítulo se discuten los resultados de mayor relevancia
en cuanto al desarrollo, caracterización, evaluación, y modelado del sistema
FER@MFM-300(Sc).

Los resultados se dividen en resultados previos y posteriores a la carga
del ácido ferúlico como aniones ferulato (FER−).

4.1. Previo a la carga del FER−

El PXRD con�rmó que el MOF MFM-300(Sc) cristaliza en el grupo espa-
cial tetragonal quiral I4122, con cada centro binuclear [Sc2(µ−OH)] ( Figura
4.1 ) coordinado octaédricamente con seis donantes de O de cuatro grupos
carboxilatos diferentes del ligandoBPTC−4 (bifenil-3,3',5,5-tetracarboxilato)
y dos de dos grupos µ−OH diferentes, dando lugar a una estructura 3D con
un canal de aproximadamente 8.1Å, tal y como se informa en el trabajo de
Ibarra et al. (2011).

Figura 4.1: Vista de la estructura de MFM-300(Sc) a lo largo del eje b mos-
trando canales de 8.1 Å (izquierda); y vista de la coordinación de Sc(III) en
MFM-300(Sc), mostrando [BPTC−4] y el grupo µ2 −OH (derecha).

49
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Los datos recogidos de la citotoxicidad del MFM-300(Sc) y de sus compo-
nentes (BPTC−4, Sc+3), mostraron que tanto el MFM-300(Sc) como Sc+3

no alteraron de manera signi�cativa la viabilidad de las células en compa-
ración con los controles positivos. La viabilidad de las células se mantuvo
en más del 98% tras 24 horas de incubación en cualquiera de las concentra-
ciones utilizadas (Figura 4.2 ). Dicho comportamiento resultó prácticamente
constante incluso después de 120h. No obstante, en las placas de cultivo
pretratadas con BPTC−4 la viabilidad celular se redujo considerablemente
de forma dependiente respecto a la dosis. Los tratamientos con BPTC−4

redujeron signi�cativamente la cantidad de células de 5.5 veces a 5 ppm a
8.8 veces a 500 ppm. Además, las imágenes de las células obtenidas con un
microscopio de epi�uorescencia revelaron que, aún utilizando sólo 5 ppm de
BPTC−4, las células adoptan en el medio de incubación una morfología re-
dondeada. Esta última observación indica que la adhesión de los �broblastos
no era adecuada en los pozos de cultivo pretratados con BPTC−4 (Figura
4.2). A partir de estos resultados no sólo se demuestra que Sc+3 y MFM-
300(Sc) presentan una biocompatibilidad aceptable para la administración
tópica de fármacos, sino que también se con�rma que BPTC−4 muestra un
efecto citotóxico negativo. Cabe destacar, que estos hallazgos supusieron un
importante punto de in�exión que permitió darle continuidad a la investi-
gación de la permeabilidad transdérmica del FER− tras la administración
tópica de este antioxidante utilizando FER@MFM-300(Sc) como portador.

4.2. Posterior a la carga del FER−

4.2.1. Evaluación de la carga del FER−

Se empleó la espectroscopia de absorción UV-vis para monitorear la con-
centración de FER− durante el proceso de impregnación ( Figura 4.3 ).

El pico máximo de absorbancia se determinó en un barrido de 180 a
400nm a una velocidad de 10nms−1, como se muestra en la Figura 4.3 (ima-
gen izquierda). Los datos de absorbancia se registraron a 206 nm y se inter-
polaron en una curva de calibración en el rango de concentración de 5.3 a
87.5µg mL−1 descrita por la ecuación Absorbancia=0.018[FER−]-0.046 con
un coe�ciente de correlación de 0.999 (véase la Figura 4.3 (imagen derecha)).
La carga de fármaco se estimó en 16.15wt%, lo que corresponde a 0.31mol
de FER− por mol de FER@MFM-300(Sc).

Este contenido de fármaco fue corroborado además por el análisis TGA
(Figura 4.4). El análisis PXRD del FER@MFM-300(Sc) cargada de fármaco
(el ferulato se adsorbe como FER− y Na+) revela que el proceso de impreg-
nación no modi�ca la estructura cristalina del MFM-300(Sc) (Figura 4.5).En
tanto que las mediciones de adsorción de N2 evidenciaron una disminución
del área de Brunauer, Emmett y Teller (BET) y del volumen de poros con
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Figura 4.2: a) Muestra las células viables (verdes/positivas a la calceína) y
muertas (rojas/positivas a la EthD-1) sembradas en placas de pocillos de
cultivo pretratadas con diferentes concentraciones de MFM-300(Sc), Sc(III)
y BPTC−4 (20x de la Figura 4.2). b) y c) muestran el número total de
células o el porcentaje de células viables y muertas respectivamente. Prueba
ANOVA y prueba de comparaciones múltiples de Sidak. *p<0.05, **p<0.005,
***p<0.0005 y ****p<0,00005. Las barras de escala corresponden a 100 µm.

Figura 4.3: Cuanti�cación de la carga del fármaco: (izquierda) espectros de la
curva de calibración, barrido absorbancia de absorbencia de FER− en 1.0M
PBS, pH=7.4 por espectrofotometría UV-vis con detección a 206nm. Rango
de concentración de 5.3 a 87.5µg mL−1; y (derecha) ecuación correspondiente
de FER− Absorbancia=0.018[FER−]-0.046 con un coe�ciente de correlación
de 0.999.
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Figura 4.4: TGA de la FER@MFM-300(Sc) sintetizada con una tasa de
2°C/min (naranja), 5°C/min (azul) y la sal de FER−(negro)

Figura 4.5: Patrones PXRD para el MFM-300(Sc) simulado (negro), el MFM-
300(Sc) sintetizado (rojo), el MFM-300(Sc) después de la inmersión en PBS
(1.0 M) durante 5 días y pH=7.4 (azul), el FER@MFM-300(Sc) (púrpura) y
el MFM-300(Sc) después del experimento de liberación del fármaco (verde),
demostrando la integridad estructural tras el contacto con el PBS durante
(tiempo), tras la carga y la liberación del FER−.
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Figura 4.6: Isoterma N2 de MFM-300(Sc) (negro) (área BET y volumen
de poros de 1300m2 g−1 y 0.56cm3g−1, respectivamente) y FER@ MFM-
300(Sc) (rojo) (área BET y volumen de poros de 915m2 g−1 y 0.39cm3g−1,
respectivamente). La disminución de la posición de MFM-300(Sc) indica la
carga de FER en los poros del material MOF.

respecto al sólido prístino (915m2g−1 y 0.39cm3g−1 frente a 1,300m2g−1 y
0.56cm3g−1, respectivamente) (Figura 4.6).

Por otra parte, las simulaciones de Monte Carlo Gran Canónico (GCMC,
por sus siglas en inglés) predijeron una menor carga de FER− en los poros
(10.7wt%) prediciendo una disminución de la super�cie teórica accesible de
N2 del material vacío vs material cargado FER@MFM-300(Sc) (1,480m2 g−1

frente a 1,290m2 g−1). Estas observaciones sugieren que parte de la carga
útil experimental no está asociada a un con�namiento de la FER− en los
poros del MOF.

4.2.2. Cinética de liberación del FER−

La cinética de liberación del fármaco de FER@MFM-300(Sc) se evaluó
más a fondo mediante estudios in vitro utilizando una técnica de difusión
con bolsa de diálisis.

En el análisis de la cinética de liberación del fármaco de FER@MFM-
300(Sc), se distinguen dos regímenes distintos en el per�l de liberación del
fármaco (Figura 4.7).

Inicialmente, cerca del 37.0% de FER− se libera en las primeras 6h;
esta rápida liberación inicial se asocia al conocido �efecto de liberación ex-
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Figura 4.7: Comparación entre el per�l de liberación in vitro de la FER−

libre (círculos rojos) y la FER− liberado desde el MFM-300(Sc) mediante
la técnica de la bolsa de diálisis (círculos azules). Se realizaron cinco experi-
mentos vitro independientes para generar las barras de error (estadísticas).
En el recuadro se muestra una representación esquemática de la liberación
de FER− desde el material FER@MFM-300(Sc).

plosiva� (Bellido et al. (2014),Li et al. (2017),Ruyra et al. (2015)), pudiendo
descartar que esté relacionado con la degradación de MFM-300(Sc), puesto
que en los ensayos de liberación del fármaco y en las condiciones �siológicas
simuladas utilizadas para los ensayos de citotoxicidad que se realizaron, se
evidenció que la estructura mantiene su integridad (Figura 4.5). Resulta in-
teresante que esta carga útil (4.04wt%) coincida de forma aproximada con
la desviación entre la captación total experimental y el valor predicho para
el FER− con�nado en los poros (5.4wt%). Así pues, es probable que este
primer régimen corresponda a la liberación de FER− inicialmente absorbido
en la super�cie externa del MOF. En otras palabras, esta primera liberación
de FER− no procede de los microporos del MFM-300(Sc). Ésta proviene
probablemente de la super�cie externa de los cristales del MOF.

Por el contrario, en el segundo régimen, el proceso de liberación es consi-
derablemente más lento, liberando hasta un 52% del fármaco cargado duran-
te aproximadamente 24 horas. Al �nal del experimento, la liberación alcanza
el 9.4wt%, lo que coincide con el 10.7wt% predicho en los cálculos, lo que
sugiere que la liberación corresponde a la entrega de FER− con�nada ini-
cialmente en los poros del material MOF.
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Figura 4.8: Porcentaje de antioxidante retenido dentro de la piel; en los
experimentos de permeación ex-vivo de FER− utilizando la formulación
FER@MFM-300(Sc), y utilizando una suspensión acuosa de AF libre.

4.2.3. Evaluación de la permeación del FER− en estudios ex

vivo

Los datos recopilados de los ensayos ex vivo que se llevarón a cabo en las
celdas de difusión de Franz, indican que al utilizar el sistema FER@MFM-
300(Sc), cerca del 10.40% de la carga permea a través de la piel hasta el
compartimento sistémico, a diferencia de lo que ocurre en el sistema con
una suspensión acuosa de AF libre, en el que sólo llega al compartimento
receptor cerca del 5.71% del fármaco (Figura 4.8), lo que se atribuye a la
oxidación y a la escasa solubilidad del AF libre en la piel. Resulta intere-
sante que, la cantidad de antioxidante retenida en el SC cuando se utiliza la
formulación FER@MFM-300(Sc) y el AF libre es comparable a 0.20% y casi
insigni�cante, respectivamente.

El portador (MFM-300(Sc)) permaneció en el SC, lo cual quedó eviden-
ciado por el tamaño de los cristales (Figura 4.9). Asimismo, se observa que la
cantidad de fármaco que se retiene en las capas dérmica y epidérmica es de
alrededor del 0.29% cuando se utiliza FER@MFM-300(Sc) y del 0.39% para
el caso del AF libre. Las tasas de permeación determinadas para la FER− y
la FER@MFM-300(Sc) fueron de 12.1×10−4 y 5.9×10−4(nmol ·cm−2 ·h−1),
respectivamente.

Estos hallazgos ponen de mani�esto que en comparación con el AF libre,
la permeación del fármaco a través de la piel humana se ve mejorada por el



56 Capítulo 4. Resultados y discusión

Figura 4.9: Imágenes de microscopio electrónico de barrido de: (a) los MOFs
MFM-300(Sc) y FER@MFM-300(Sc) con 16.15wt% de carga de FER−; (b)
las dimensiones de un cristal representativo de MFM-300(Sc), ampliadas
5.000x.
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portador (MFM-300(Sc)). Tales diferencias podrían atribuirse a la promoción
de la absorción de FER− en el interior de FER@MFM-300(Sc), posiblemente
por vías transcelulares o paracelulares. Además, la disponibilidad del fármaco
es mayor cuando se administra como especie iónica FER− con respecto a
cuando se administra directamente como especie protonada (AF).

Por lo tanto, la escasa solubilidad del AF en la suspensión acuosa, así
como su propensión a oxidarse, reduce la concentración de las especies mo-
leculares disponibles, lo que retarda la penetración a través de las capas de
la piel. El alcance terapéutico de la permeación de FER− de FER@MFM-
300(Sc) en la región epidermis-dermis, sistémica, o deposición desde el SC,
implica también la posterior liberación prolongada hasta por 5 días de la car-
ga con el inocuo biodegradación del portador, requisito de especial interés
para cuadros clínicos crónicos.

La evidencia de la no permeación de la FER@MFM-300(Sc) en las capas
dérmicas de la piel, se puso en evidencia mediante estudios de SEM antes
y después de la técnica de tape stripping, debido a que las dimensiones de
los cristales del FER@MFM-300(Sc) (ca. 30.7µm3)* superan el tamaño de
los poros de la piel , lo que corrobora que el nuevo sistema es sólo para la
liberación modi�cada y no para la permeación (Figura 4.10).

4.2.4. Comprensión microscópica de las interacciones
FER@MFM-300(Sc)

Los cálculos de Monte Carlo (MC) y la teoría de funcionales de la den-
sidad (DFT) se combinaron para comprender el origen microscópico de esta
liberación lenta. El análisis de las con�guraciones MC para la adsorción en
condiciones anhidras de la FER− reveló que la molécula de fármaco esta-
blece nlaces tipo puente de hidrógeno relativamente fuertes con los grupos
funcionales µ − OH del MFM-300(Sc) a través de sus grupos carboxílicos
a una distancia característica OCOO− - Oµ−OH de aproximadamente 3.0Å
como se ve en las funciones de distribución radial (RDF) en la Figura 4.11
A.

Dicha disposición, ilustrada en la Figura 4.12 A, se traduce en una ele-
vada energía de enlace (-43.5kcal ·mol−1) calculada por DFT, que debe ser
superada para que las moléculas sean expulsadas de la estructura del MOF.
Por otra parte, las simulaciones de MC realizadas en disolución evidencia-
ron que las especies FER− presentan una fuerte interacción con el agua a
través de sus grupos carboxílicos, con una distancia OCOO− - Ow corta y
característica de 2.5Å, tal y como se observa en el correspondiente RDF re-
presentado en la Figura 4.11(b). Asimismo, una fracción de estas moléculas
de agua establece fuertes enlaces de hidrógeno con los grupos µ−OH de la
pared del poro del MOF con la distancia característica Ow - Oµ−OH de 2.7Å

*Dimensiones calculadas a partir de los valores reportados en la Figura 4.9(b.
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Figura 4.10: Imágenes de microscopio electrónico de barrido del estrato cór-
neo (SC) de la piel no tratada y tratada con FER− libre y adsorbida en el
sistema FER@MFM-300(Sc), antes y después de la técnica de eliminación
de la cinta.



4.2. Posterior a la carga del FER− 59

Figura 4.11: Funciones de distribución radial (RDFs) obtenidas a partir de
cálculos MC a 310K. (a) en condiciones anhidras, interacciones entre los
átomos O de las funciones COO− de la FER− y los átomos O de los grupos
µ−OH del MOF. (b), en el estado hidratado, interacciones entre los átomos
de oxígeno de las propias moléculas de agua (línea negra) y con los átomos
de oxígeno de los grupos µ − OH (línea roja) del MFM-300(Sc) y con los
átomos de oxígeno de los grupos funcionales carboxílicos (línea azul), éter
(línea naranja) y fenol (línea verde) del FER−.

(Figura 4.11 B).
La interacción conjunta entre el FER− y el agua y el agua-MOF ofrece

un escenario óptimo para estabilizar las especies de FER− en el entorno
con�nado, ya que el agua desempeña un papel fundamental al actuar como
puente entre la pared del poro del MOF y el FER− para retener fuertemente
el fármaco, como puede verse en la Figura 4.12 B. A su vez, las simulaciones
DFT con�rmaron el hecho de que dicha disposición de la FER− es altamente
estable con una energía de unión correspondiente de -120kcalmol−1, que
coincide con una liberación lenta observada experimentalmente.

Al igual que estas simulaciones computacionales, los espectros experi-
mentales de 13C CP MAS RMN con�rman la interacción de FER− dentro
del material MOF. En el espectro de FER@MFM-300(Sc), las señales de
RMN procedentes de FER− son considerablemente menores en compara-
ción con las de MFM-300(Sc). Se aprecian un par de señales en la región de
los carboxilatos; la primera, a 174.9ppm, es la más intensa y es atribuible al
COO− unido a Sc+3 en MFM-300(Sc). La segunda aparece a 170.7ppm y
se atribuye al COO− procedente de la especie FER−. Por último, la señal
de COO− FER−�Na+ se sitúa en 173.1ppm, es decir, que el COO− se
desplazó 2.4ppm a campos más fuertes cuando se adsorbió en MFM-300(Sc)
(Figura 4.13).
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Figura 4.12: Imágenes representativas de MC de la adsorción de FER− en
MFM-300(Sc) (a) en condiciones anhidras, mostrando el aducto simple entre
los grupos carboxílicos de FER− y los grupos µ−OH de la pared del poro
e (b) hidratada, mostrando las interacciones de FER− con moléculas de
H2O formando (1) un aducto simple con los grupos µ − OH de la pared
del poro o (2) grupos en el centro del poro. Los átomos de Sc, O, C y H se
representan respectivamente en amarillo, rojo, gris y blanco. Los átomos de
MFM-300(Sc) se muestran translúcidos para mayor claridad. Los enlaces H
se muestran en líneas azules discontinuas.
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Figura 4.13: Espectros 13C CP MAS RMN de: a) la sal FER−�Na+; b)
MFM-300(Sc) y c) FER@MFM-300(Sc). Las señales marcadas con * son
bandas laterales de giro.

4.2.5. Evaluación del efecto antioxidante del FER−

Finalmente, para examinar si el fármaco terapéutico conservó sus efectos
farmacológicos antioxidantes después del proceso de liberación a largo plazo,
se probó la e�cacia antioxidante de FER− liberado del vehículo microporoso
(MFM-300(Sc)), mediante el control de las especies reactivas de oxígeno
(ROS) producido en los �broblastos dérmicos de la piel al ser tratados con
H2O2.

Los resultados obtenidos demostraron que el estado sin tinción marca el
100% de las células sin expresión de ROS (CellRox+), las células muertas (7-
AAD+), o doblemente marcadas (CellRox/7-AAD+). En el estado basal (sin
tratamiento con H2O2), sólo el 0.2% de las células permanecen sin marcar
y el 67.5% muestran expresión de ROS, mientras que, como era de esperar,
las células incubadas con H2O2 presentan un aumento de la producción de
ROS (88.7%), la población sin marcar disminuye (0.6%), y la población con
células muertas y ROS+ mostró un 10.7%. En cambio, cuando las células
fueron tratadas con FER@MFM-300(Sc) (100 ppm) el porcentaje de células
no teñidas (sin ROS ni tinción de células muertas) aumenta considerable-
mente (25.9%) en comparación con los valores observados en el estado basal
(0.6%) (Figura 4.14).

Este hecho con�rma que el FER− liberado por el FER@MFM-300(Sc)
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Figura 4.14: Grá�cos de puntos de citometría de �ujo de los �broblastos
dérmicos de la piel con y sin un tratamiento previo con un medio de cultivo
suplementado con FER@MFM-300(Sc) antes de la exposición al H2O2. Los
grá�cos muestran las siguientes poblaciones: muertas (Q1; 7-AAD), doble-
mente teñidas (Q2; CellRox/7-AAD), no teñidas (Q3) y ROS positivas (Q4;
CellRox). Todas las poblaciones se analizaron con las diferentes condiciones
experimentales.
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conserva su biofuncionalidad al eliminar las especies ROS. A su vez, la aplica-
ción del MFM-300(Sc) a las células incrementa el número de células no mar-
cadas del 0.6% al 1.3%, sugiriendo que el MFM-300(Sc) exhibe una impre-
vista capacidad antioxidante. Dichos resultados indican que el FER@MFM-
300(Sc) es capaz no sólo de liberar FER− de forma sostenida a largo plazo,
sino también de mejorar la biopreservación de los �broblastos de la piel dér-
mica durante el proceso de suministro.





Capítulo 5

Conclusiones

En este estudio, utilizamos la estrategia de encapsulación postsintética
que se rige por interacciones no covalentes entre FER− y el MFM-300(Sc).
Mientras tanto, el análisis de las con�guraciones calculadas con el método
Monte Carlo y la teoría funcional de la densidad (DFT) para la adsorción de
FER− en estado seco reveló que la molécula del fármaco establece enlaces
de hidrógeno relativamente fuertes con los grupos funcionales los grupos fun-
cionales µ−OH del MFM-300(Sc) a través de sus grupos carboxílicos a una
distancia característica OCOO− - Oµ−OH de aproximadamente 3,0 Å. En ge-
neral, el sistema FER@MFM-300(Sc) parece ser un candidato prometedor en
la terapia cutánea debido a su alta carga de fármaco, administración de fár-
maco controlable y excelente estabilidad en condiciones �siológicas cutáneas
simuladas. Los resultados obtenidos demuestran que FER@MFM-300(Sc)
no solo permite la liberación sostenida a largo plazo de FER− sino tam-
bién mejora la bioconservación de los �broblastos de la piel dérmica durante
el proceso de entrega. Por lo tanto, este trabajo pone en evidencia que el
MFM-300(Sc) es una opción viable para lograr una liberación controlada a
más largo plazo a través de la piel humana, que además cuenta con una ex-
cepcional estabilidad química en condiciones �siológicas, permitiendo así la
protección y en consecuencia la extención de la vida útil del ferulato.
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Génesis Osorio-Toribio,1,11 Miriam de J. Velásquez-Hernández,2,11 Paulo G.M. Mileo,3 J. Antonio Zárate,1,3
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SUMMARY

The Sc(III) MOF-type MFM-300(Sc) is demonstrated in this study to be stable un-
der physiological conditions (PBS), biocompatible (to human skin cells), and an
efficient drug carrier for the long-term controlled release (through human skin)
of antioxidant ferulate. MFM-300(Sc) also preserves the antioxidant pharmaco-
logical effects of ferulate while enhancing the bio-preservation of dermal skin fi-
broblasts, during the delivery process. These discoveries pave the way toward
the extended use of Sc(III)-based MOFs as drug delivery systems (DDSs).

INTRODUCTION

Metal-organic frameworks (MOFs) are one of the most recent classes of porous materials integrating a

unique chemical and topological richness with an almost infinite combination of metal ions and multiden-

tate organic linkers (Furukawa et al., 2013; Jiang et al., 2016; Kitagawa et al., 2004). This family of porous

solids first seen as a curiosity in the field of materials science, has been envisaged for further applications,

including but not limited to, gas storage (Makal et al., 2012; Murray et al., 2009; Suh et al., 2012), catalysis (Li

et al., 2012; Sumida et al., 2012; Wu et al., 2012), sensors (Chen et al., 2010a; Cui et al., 2012; Kreno et al.,

2012; Tchalala et al., 2019), electrical conductivity (Sheberla et al., 2014, 2017), and drug delivery (Chen and

Wu, 2018; Horcajada et al., 2012; Simon-Yarza et al., 2018). Some of these hybrid materials combine

outstanding adsorption/separation performances of highly challenging molecules with green synthesis

and easy scale-up that make them highly attractive to address a large panel of social concerns (Chen

and Wu, 2018; Horcajada et al., 2012; Simon-Yarza et al., 2018). In particular, MOFs show great potential

for the design of modern drug delivery technologies (Chen and Wu, 2018; Horcajada et al., 2012; Jie

and Ying-Wei, 2020; Simon-Yarza et al., 2018; Tibbetts and Kostakis, 2020). Unlike conventional drug car-

riers envisaged so far, e.g., micelles, liposomes, dendrimers, and mesoporous silica nanoparticles (Gillies

and Fréchet, 2005; Porter et al., 2007; Senapati et al., 2018; Zhang and Ma, 2013; Zhang et al., 2012), MOFs

offer a unique opportunity to modulate the incorporated drug payload and release kinetics by a fine engi-

neering of their pore dimension (size/shape) and a fine-tuning of the nature/strength of the adsorption sites

decorating their internal pore walls as well as of the functionalization of their external surfaces (Liang et al.,

2019). The high degree of variability targets an efficient encapsulation of a broad range of highly chal-

lenging active pharmaceutical ingredients (APIs) in order to enhance their bioavailability and ‘‘shelf life’’

(Chen et al., 2018; Giménez-Marqués et al., 2016; Horcajada et al., 2010; Liu et al., 2019; Luo et al., 2019;

Teplensky et al., 2017; Wang et al., 2018; Xiao-Gang et al., 2019; Ya-Pan et al., 2019; Ying et al., 2019). Cargo

drug loading in MOFs can be accomplished either by an encapsulation during the synthesis (Doonan et al.,

2017; Liang et al., 2015, 2019), or by a post-synthetic infiltration in the porosity of already-formed architec-

tures (Chen et al., 2018; Horcajada et al., 2010; Teplensky et al., 2017; Wang et al., 2018). This later strategy

has been widely explored in the development of controlled drug delivery systems (DDSs) of diverse natures

for a large number of therapeutic agents. However, when contemplating any nano-carrier materials for

biomedical applications several criteria are desired: (1) achieving an optimal drug loading efficiency (Hor-

cajada et al., 2012), (2) allowing the protection of the drug to avoid any degradation under physiological

media, (3) ensuring a gradual release of the drug once administrated to circumvent a ‘‘burst release effect’’

(Bellido et al., 2014; Li et al., 2017; Ruyra et al., 2015; Velásquez-Hernández et al., 2019), and (4) not having

toxic effects on the body. In this context, a number of porous MOFs, built up from bio-compatible metal
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ions, i.e., Ca(II), Mg(II), Zn(II), Zr(IV), Ti(III), and Fe(III), has been discovered (Chen and Wu, 2018; Chen et al.,

2018; Doonan et al., 2017; Horcajada et al., 2010, 2012; Liang et al., 2015, 2019; Simon-Yarza et al., 2018;

Teplensky et al., 2017; Wang et al., 2018). However, only a small fraction of them encompass the adequate

features to fulfill all requirements mentioned above (Chen and Wu, 2018; Horcajada et al., 2012;

Simon-Yarza et al., 2018). Typically, most of these MOFs suffer from a fast degradation in presence of phos-

phates, essential components in body fluids, hampering their applications for controlled drug delivery

(Bellido et al., 2014; Li et al., 2017; Ruyra et al., 2015; Velásquez-Hernández et al., 2019). The collapse of

the framework is induced by a highly favorable complexation of the phosphate species to most of the

metal centers tested so far, e.g., Zr(IV), Fe(III), and Zn(II) (Bellido et al., 2014; Li et al., 2017; Ruyra et al.,

2015; Velásquez-Hernández et al., 2019).

In this context, Sc(III)-MOFs have never been investigated for drug delivery applications to date. This is

likely mostly a result of the controversy on the bio-compatible nature of this metal. On the one hand, Sc(III)

was demonstrated to be reactive toward proteins owing to its ability to replace Ca(II) in many biochemical

events causing negative effects in enzyme systems and cell metabolism (Ford-Hutchinson and Perkins,

1971; Sánchez-González et al., 2013). On the other hand, Sc(III) is successfully used as a radioactive isotope

in medical applications (Horovitz, 2012; Szkliniarz et al., 2016), and a low concentration of Sc(III) was proven

to positively enhance specific antibiotic overproduction and have beneficial antibacterial effect (Kawai

et al., 2007). Therefore, this critically urges for a comprehensive study on Sc(III) MOFs for potential drug

delivery applications to address these open questions.

The present work reports the applicability of MFM-300(Sc), also denoted NOTT-400 (Ibarra et al., 2011), as

drug carrier for transdermal administration of ferulic acid (FA). FA is a natural superior antioxidant since its

phenolic nucleus and unsaturated side chain allow the formation of resonance-stabilized phenoxy radical

acting as free radical scavenger (Antolovich et al., 2004; Chen et al., 2010b; Zdu�nska et al., 2018). FA also

exhibits anti-diabetic, anti-cardiovascular, and anti-inflammatory properties (Antolovich et al., 2004; Chen

et al., 2010b; Zdu�nska et al., 2018). Interestingly, this molecule has a protective role for the main skin struc-

tures such as collagen, fibroblasts, keratinocytes, and elastin (Zih-yi et al., 2019). Consequently, this thera-

peutic agent has been widely used in skin care formulations as photoprotective agent and delayer of skin

photoaging processes and in the treatment of rosacea (Antolovich et al., 2004; Chen et al., 2010b; Zdu�nska

et al., 2018). Owing to the importance of FA as active ingredient in a variety of cosmetic products, trans-

dermal delivery is themost common administration route (Zih-yi et al., 2019). However, on premature expo-

sure to sunlight FA undergoes oxidation reactions leading to the formation of quinones, dimers, and alde-

hydes (Antolovich et al., 2004). The photodegradation of FA not only limits its shelf-life but also reduces its

effectiveness before it permeates the stratum corneum (SC) (Antolovich et al., 2004), which is the most su-

perficial layer of the epidermis, and acts as skin barrier (Kalpana et al., 2010; Pegoraro et al., 2012). In order

to circumvent these limitations, herein, we propose to encapsulate FA in the pores of MFM-300(Sc) with the

main idea to prevent the photodegradation process of FA and to allow its continuous and sustained release

over time that does not require frequent dosing.

RESULTS AND DISCUSSION

MFM-300(Sc) as Drug Carrier of FA (FER–)

MFM-300(Sc) of chemical formula [Sc2(BPTC) (OH)2], was synthesized and activated according to a previ-

ously reported procedure (Supplemental Information) (Ibarra et al., 2011). A series of characterization tools

confirmed the phase purity of the material and the full activation of its porosity (see Supplemental Informa-

tion). This MOF crystallizes in the chiral tetragonal space group I4122, with each [Sc2(m-OH)] (Figure S1) bi-

nuclear center octahedrally coordinated to six O-donors, four from four different carboxylate groups of

BPTC�4 ligand (BPTC�4, biphenyl-3,30,5,5-tetracarboxylate) and two from two different m-OH groups, lead-

ing to a 3D framework with a channel of about 8.1 Å (Figure S1) (Ibarra et al., 2011). To evaluate the capacity

of MFM-300(Sc) as drug delivery carrier, ferulic acid was initially loaded as ferulate species (FER–) (vide infra)

within the MOF by a simple impregnation process, i.e., aqueous solution of ferulic acid (FA) at pH = 9

(Supplemental Information). Since the pore opening of MFM-300(Sc) exceeds the dimension of the drug

(10.0 3 7.1 3 1.8 Å3), FER– is expected to be confined in its channels. UV-vis absorption spectroscopy

was employed to monitor the concentration of FER– during the impregnation process (Figure S2).

The maximum FER– payload (16.1 wt%) was achieved after 5 days of incubation; we determined this per-

centage by quantifying free FER– in the supernatants when the MOF dispersion was centrifuged (Supple-

mental Information). The drug content was further corroborated by TGA analysis (Figure S5). Powder X-ray
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diffraction analysis of the drug-loaded matrix FER@MFM-300(Sc) (ferulate is adsorbed as FER– and Na+)

shows that the impregnation process does not modify the crystalline structure of MFM-300(Sc) (Figure S3),

whereas N2 adsorption measurements revealed a decrease of the Brunauer, Emmett and Teller (BET) area

and pore volume with respect to the pristine solid (915 m2 g�1 and 0.39 cm3 g�1 versus 1,300 m2 g�1 and

0.56 cm3 g�1, respectively) (Figure S4). Grand Canonical Monte Carlo (GCMC) simulations (see Supple-

mental Information for details) further predicted a lower uptake of FER– confined in the pores (10.7 wt%)

associated with a decrease of the theoretical N2-accessible surface area from the empty to the

FER@MFM-300(Sc) materials (1,480 m2 g�1 versus 1,290 m2 g�1). This strongly suggests that part of the

experimental payload is not associated with a confinement of FER– in the pores of the MOF.

The drug-release kinetics of FER@MFM-300(Sc) was further assessed by in vitro studies using a dialysis bag

diffusion technique (Supplemental Information). Two distinct regimes can be distinguished in the drug-

release profile (Figure 1). Initially, ca. 37.0% of FER– is released within the first 6 h; this fast initial release

is associated with the well-known burst effect (Bellido et al., 2014; Li et al., 2017; Ruyra et al., 2015; Velás-

quez-Hernández et al., 2019), and we can exclude that it is related to the degradation of MFM-300(Sc), since

we have evidenced that the structure maintains its integrity after the drug release experiments and under

the simulated physiological conditions used for the cytotoxicity assays (Supplemental Information, Fig-

ure S3). Interestingly, this payload (6.4 wt%) corresponds roughly to the deviation between the total exper-

imental uptake and the predicted value for FER– confined in the pores (5.4 wt%). This first regime is thus

most probably assigned to the release of FER– initially adsorbed at the external surface of theMOF. In other

words, this first FER– release does not come from the micropores of MFM-300(Sc). This most likely comes

from the external surface of the MOF crystals. Conversely, in the second regime the release process is

considerably slower, releasing ca. 53% of the loaded drug during further ca. 94 h, approximately 4 days.

Release of 9.7 wt% (end of the experiment) is in good agreement with the 10.7 wt% predicted by our cal-

culations, supporting that this corresponds to the delivery of FER– initially confined in the pores of the MOF

material.

Figure 1. Controlled Release of FER in FER@MFM-300(Sc)

Comparison between the in vitro release profile of free FER– (red circles) and the FER– delivered from the MFM-300(Sc)

thorough the dialysis bag technique (blue circles). Five independent in vitro experiments were performed to generate

the error bars (statistics). Lines are shown to guide the eyes. A schematic representation of the release of FER– from a

FER@MFM-300(Sc) composite is shown as inset. See also Figures S1, S3, and S6.
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Microscopic Understanding of the FER@MFM-300(Sc) Interactions

Monte Carlo (MC) and Density Functional Theory (DFT) calculations were further combined to understand

the microscopic origin of this slow release. Analysis of the MC configurations for the adsorption of FER– in

the dry state revealed that the drug molecule establishes relatively strong hydrogen bonds with the m-OH

functional groups of MFM-300(Sc) via their carboxylic groups with characteristic OCOO- - Om-OH distance of

ca. 3.0 Å as seen by the corresponding radial distribution functions (RDFs) plotted in Figure S15A. Such an

arrangement illustrated in Figure 2A leads to a high DFT-calculated binding energy (�43.5 kcal∙mol�1) that

needs to be overcome in order for the molecules to be expelled from the MOF framework. Our MC simu-

lations performed in solution further evidenced that FER– species interact strongly with water via their car-

boxylic groups with characteristic short OCOO- - OW distance of 2.5 Å as seen by the corresponding RDF

plotted in Figure S15B. A fraction of these water molecules equally establishes strong hydrogen bonds

with the m-OH groups of the MOF pore wall with characteristic Ow - Om-OH distance of 2.7 Å (Figure S15B).

This concerted FER– water and water-MOF interaction scenario offers an optimal scenario to stabilize FER–

species in the confined environment, water playing a pivotal role by acting as a bridge between the MOF

pore-wall and FER– to retain strongly the drug as can be seen in Figure 2B. One can also notice that besides

Figure 2. Microscopic Illustration of FER– Adsorption in the MFM-300(Sc) Porosity

Representative MC snapshots of the FER– adsorption in MFM-300(Sc) (A) at the dry state, displaying the single-adduct

between the FER– carboxylic groups and the m-OH groups of the pore wall and (B) in solution, showing the FER–

interactions with H2O molecules forming either (1) a single adduct with the m-OH groups of the pore wall or (2) clusters at

the center of the pore. Sc, O, C, and H are, respectively, represented in yellow, red, gray, and white. MFM-300(Sc) atoms

are shown translucid for clarity. H-bonds are shown in dashed blue lines. Captions associated to the RDFs are described in

the text.

See also Figures S2, S7, S13, S14, and S15.
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forming a strong hydrogen bond network, as seen by the high intensity of the peak at 2.8 Å in the RDF cor-

responding to the Ow – Ow pairs (Figure S15B), the water molecules form side interactions with the other

functional groups of FER– (Figures 2B and S15B). DFT simulations further confirmed that such an arrange-

ment of FER– is highly stabilized with a corresponding binding energy of�120 kcal∙mol�1, consistent with a

slow release observed experimentally. In line with these computational simulations, the experimental 13C

CP MAS spectra (Figure S7) confirm the interaction of FER– within the MOF material. In the spectrum of

FER@MFM-300(Sc), the NMR signals originating from FER– are considerably lower in comparison with

those for MFM-300(Sc). Two signals are observed in the carboxylate region; the first one at 174.9 ppm is

the most intense and is attributable to COO– bonded to Sc+3 in MFM-300(Sc). The second one appears

at 170.7 ppm and is attributable to COO– coming from the FER– species. The signal of COO– FER–$$$Na+

appears at 173.1 ppm, i.e., that COO– shifted 2.4 ppm to stronger fields when adsorbed in MFM-300(Sc)

(Figure S7).

Indeed, the drug adsorption profile accomplishes the desired drug-delivery kinetic for transdermal drug

administration applications, where the drug carrier systems are designed normally to release the cargo

within 1–7 days.

Cytotoxicity Experiments

Accordingly, the cytotoxicity of MFM-300(Sc) and its components (BPTC�4, Sc+3) were investigated sepa-

rately, monitoring their impact in the cell viability and proliferation of human dermal fibroblasts (Supple-

mental Information) (Kalpana et al., 2010). Five different concentration solutions (5, 25, 100, 250, and 500

ppm) of BPTC�4, Sc+3, and MFM-300(Sc) were tested (Supplemental Information). The collected data re-

vealed that bothMFM-300(Sc) and Sc+3 did not considerably affect the cell viability, in comparison with pos-

itive controls. More than 98% of the cells remain viable after 24 h of incubation at any of the concentrations

employed (Figures 3 and S9). This behavior remained almost constant even after 120 h. However, the culture

well plates pre-treated with BPTC�4 presented a considerable reduction of cell viability in a dose-depen-

dent way. Since some cells separate from the culture plate when they are not viable, the number of cells

was also assessed. The cells treated with MFM-300(Sc) only showed an 80% reduction of the number of

live cells at 500 ppm. Cells treated with Sc+3 showed a 120% reduction at 25–500 ppm. Treatments with

BPTC�4 decrease considerably the number of cells from 5.5 times at 5 ppm to 8.8 times at 500 ppm. More-

over, the cell images collected on an epifluorescencemicroscope showed that, even when using only 5 ppm

of BPTC�4, in the incubation media, the cells adopt a rounded morphology. This last observation indicates

that the fibroblast attachment was not appropriate on the culture wells pre-treated with BPTC�4 (Figures 3

and S9). These results not only demonstrate that Sc+3 and MFM-300(Sc) exhibit an acceptable biocompat-

ibility for topical drug administration but also confirm that BPTC�4 shows a negative cytotoxic effect.

These findings encouraged us to investigate the transdermal permeability of FER– upon the topical admin-

istration of this antioxidant using FER@MFM-300(Sc) as a drug carrier. An active ingredient will exert its ef-

fect on its therapeutic target by releasing it from its pharmaceutical form, and it will subsequently arrive at

its site of action.

Evaluation of the Antioxidant Effect of FER– Released from the MFM-300(Sc) Matrix

The ex vivo permeation assays were carried out on Franz diffusion cells using low back human tissue (Figures 4A

and S10). This tissue was obtained from a female donor, who underwent aesthetic surgery, and it was employed

with the prior consent of the donor (Supplemental Information, Figure S10). The Franz chambers consist of two

compartments (donor and receptor) separated by the skin membrane (Figure 4A). The skin was placed in the

donor compartment, where the stratum corneum (SC) was exposed to a suspension of FER@MFM-300(Sc)

(41.4mgmL�1) (Figures 4B and S10). The receptor compartment was filledwith PBS (phosphate-buffered saline)

at 37�Candkeptunder stirring (500 rpm) for 87h.Afterward, the receptormediumwas sampled todetermine the

amount of antioxidant diffused across the skin barrier (referred as systemic diffusion). As a control test, this

permeation experiment was also performed using an aqueous suspension of FA (6.68 mg mL�1) (Figure 4C).

Then, once completed the permeation assay, the skin samples were further analyzed to determine the bio-

distribution of the antioxidant within the skin layers. The tape stripping technique was employed to remove

theSC layerofeach skin sample (Binderetal., 2019;Escobar-Chávezetal., 2008;Espositoetal., 2018; Limcharoen

et al., 2019). Then, these tape stripping samples and the remaining part of each skin sample were analyzed to

estimate the amount of the antioxidant retained in the SC and in the inner layers of the skin. The data collected

show that, when using the FER@MFM-300(Sc) system, ca. 10.40%of the cargo permeates through the skin to the
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systemic compartment, whereas in the systemwith an aqueous suspension of free FA only ca. 5.71% of the drug

reaches the receptor compartment (Figures 4B and 4C), presumably because of oxidation and poor solubility of

free FA in the skin. Interestingly, the amount of the antioxidant retained in the SC when using the FER@MFM-

300(Sc) formulation and free FA is comparable ca. 0.20% and almost negligible, respectively. The carrier

(MFM-300(Sc))was retained in theSCasdemonstratedby the sizeof thecrystals (FigureS8). Inaddition, thequan-

tity of the drug retained in the dermal and epidermal layers is around 0.29%when using FER@MFM-300(Sc) and

0.39%in thecaseof freeFA.ThepermeationfluxesdeterminedforFER–andFER@MFM-300(Sc)were12.1310�4

and 5.9 3 10�4 (nmol$cm�2$h�1), respectively. These findings demonstrate that our carrier material (MFM-

300(Sc)) improves the permeation of the drug through the human skin, in comparison with the free FA. Such dif-

ferences might be attributed to the promotion in the absorption of FER– inside FER@MFM-300(Sc) possibly by

transcellular or paracellular routes. In addition, there is a higher availability of thedrugwhen it is administratedas

the ion FER– species than when it is administrated directly as the protonated species (FA).

Thus, the poor solubility of FA in the aqueous suspension, as well as its propensity to oxidize, reduces the

concentration of the availablemolecular species retarding the permeation through the skin layers. The ther-

apeutic reach of the permeation of FER– from FER@MFM-300(Sc) in the epidermis-dermis region, systemic,

or deposition from the SC, also implies the subsequent prolonged release for up to 5 days of the cargo with

the innocuous biodegradation of the carrier, a requirement of special interest for chronic clinical conditions.

Evidence of non-permeation of FER@MFM-300(Sc) was recorded by SEM studies before and after the tape

stripping technique owing to the particle size of FER@MFM-300(Sc) (5 3 13 mm), which corroborates the

new system as only for modified release and not for permeation (Figure S11). It is worth to emphasize

Figure 3. Cytotoxicity Experiments of MFM-300(Sc), Sc+3, and BPTC�4

(A) Viable (green/calcein positives) and dead (red/EthD-1 positives) cells seeded on culture well plates pre-treated with different concentrations of MFM-

300(Sc), Sc(III) and BPTC�4.

(B) Viable cell percentage and (C) total number of viable cells. ANOVA test and Sidak’s multiple comparisons test. *p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005 and

****p < 0.00005. Scale bars correspond to 100 mm.

See also Figures S9 and S12.
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that, for this model with real human skin, we did not perform more repetition experiments to achieve a

certain level of statistics because of the limitations of achieving reproducible samples (same origin of

the human skin: ideally same patient, same area of extraction, age of the donor, sex, ethnicity, etc.).

More than focusing on the absolute permeation values of FER–, it is very significant the trends that we show.

Finally, to examine if the therapeutic drug preserved its antioxidant pharmacological effects after the long-

term release process, the antioxidant efficacy, of FER– released from the microporous carrier (MFM-

300(Sc)), was tested by monitoring the reactive oxygen species (ROS) produced in dermal skin fibroblasts

upon being treated with H2O2. First, the release of the antioxidant was performed by soaking the MOF

Figure 4. Ex Vivo Permeation Experiments of Free and Entrapped FER–

(A–C) (A) Structural design of a Franz diffusion cell and schematic representation of the skin layers; (B) ex vivo permeation

experiments of FER– using the FER@MFM-300(Sc) formulation, and amount of antioxidant (%) retained within the skin and

released in the receptor chamber (systemic); and (C) ex vivo permeation experiments using an aqueous suspension of free

FA and percentage of antioxidant retained within the skin and released in the receptor chamber (systemic).

See also Figures S8, S10, and S11.
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composite (FER@MFM-300(Sc)) in the cell culture media for 5 days. Then, the fibroblasts were pre-treated

with this incubation media for 20 min. Subsequently, the cells were exposed to H2O2 for 20 min to induce

the oxidative stress. The efficacy of the antioxidant in protecting skin fibroblasts from H2O2-induced ROS

toxicity was determined using CellRox flow cytometry assay (see Supplemental Information, Figure S9). The

results obtained demonstrated that the unstained condition marks 100% of cells without ROS expression

(CellRox+), dead cells (7-AAD+), or doubly marked (CellRox/7-AAD+). In the basal state (without H2O2

treatment), only 0.2% of the cells remain unlabeled and 67.5% show ROS expression, whereas, as expected,

the cells incubated with H2O2 present an increase in ROS production (88.7%), the unlabeled population de-

creases (0.6%), and the population with dead cells and ROS + showed 10.7%. However, when the cells were

treated with FER@MFM-300(Sc) (100 ppm) the percentage of unstained cells (without ROS or dead cell

staining) increase considerably (25.9%) in comparison with the values observed in the basal state (0.6%).

This fact confirms that the FER– released from FER@MFM-300(Sc) maintains its bio-functionality by

scavenging ROS species. Another result shows that only the application of the MFM-300(Sc) to the cells in-

crease the unlabeled cells from 0.6% to 1.3%, suggesting that the MFM-300(Sc) exhibits an unexpected

antioxidant capacity. These findings suggest that FER@MFM-300(Sc) not only allows the long-term

sustained release of FER– but also enhances the bio-preservation of dermal skin fibroblasts during the

delivery process.

In summary, this work demonstrates that MFM-300(Sc) is an efficient drug carrier by virtue of its excellent

biocompatibility in human skin cells, remarkable stability under physiological conditions, and adequate

controlled release for topical applications. The incorporation of FER– into MFM-300(Sc), in comparison

with other well-known or even commercial materials like hydrotalcites (Lima et al., 2013), provided a

longer-term controlled release through human skin. MFM-300(Sc) also demonstrated a higher chemical

stability in comparison with typical MOF DDSs like MIL-100 and MIL-101(Horcajada et al., 2006; Li et al.,

2017). This particular chemical stability for MFM-300(Sc) provides a benchmark material for future investi-

gations in order to compare with other MOF carries, particularly those constructed with Sc(III) metal

centers. In addition, our study reveals that this material improves the systemic delivery of ferulate leading

to the controlled and sustained long-term delivery of the cargo, which avoids both the degradation of

ferulate, and the continuous re-application of the drug during, relatively, a long time. These findings

pave the way toward the extended use of Sc(III)-based MOFs as drug carriers.

Limitations of the Study

In this study, the topical drug bioavailability was assessed by in vitro experiments using a two-chamber

Franz cell. The main disadvantage of this system is that it does not consider the in vivo skin processes

and does not mimic accurately the living state of the skin. For instance, the skin normally functions

under air from the environment. However, during the permeation studies, SC is typically exposed to wet

conditions for prolonged periods. On the other hand, the current work was limited to the release of

FER–. Future efforts should test other drugs in order to drive the extended use of Sc(III)-based MOFs as

drug carriers.
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Doonan, C., Riccò, R., Liang, K., Bradshaw, D.,
and Falcaro, P. (2017). Metal-organic frameworks
at the biointerface: synthetic strategies and
applications. Acc. Chem. Res. 50, 1423–1432.
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