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APRESENTAÇÃO
 
Ciência é uma palavra que vem do latim, “scientia”, que significa conhecimento. 

Basicamente, definimos ciência como todo conhecimento que é sistemático, que se 
baseia em um método organizado, que pode ser conquistado por meio de pesquisas. Já a 
tecnologia vem do grego, numa junção de “tecnos” (técnica, ofício, arte) e “logia” (estudo). 
Deste modo, enquanto a ciência se refere ao conhecimento, a tecnologia se refere às 
habilidades, técnicas e processos usados para produzir resultados.

A produção científica baseada no esforço comum de docentes e pesquisadores 
da área da saúde tem sido capaz de abrir novas fronteiras do conhecimento, gerando 
valor e também qualidade de vida. A ciência nos permite analisar o mundo ao redor e 
ver além, um individuo nascido hoje num país desenvolvido tem perspectiva de vida de 
mais de 80 anos e, mesmo nos países mais menos desenvolvidos, a expectativa de vida, 
atualmente, é de mais de 50 anos. Portanto, a ciência e a tecnologia são os fatores chave 
para explicar a redução da mortalidade por várias doenças, como as infecciosas, o avanço 
nos processos de diagnóstico, testes rápidos e mais específicos como os moleculares 
baseados em DNA, possibilidades de tratamentos específicos com medicamentos mais 
eficazes, desenvolvimento de vacinas e o consequente aumento da longevidade dos seres 
humanos.

Ciência e tecnologia são dois fatores que, inegavelmente, estão presentes nas 
nossas rotinas e associados nos direcionam principalmente para a resolução de problemas 
relacionados à saúde da população. Com a pandemia do Coronavírus, os novos métodos 
e as possibilidades que até então ainda estavam armazenadas em laboratórios chegaram 
ao conhecimento da sociedade evidenciando a importância de investimentos na área e 
consequentemente as pessoas viram na prática a importância da ciência e da tecnologia 
para o bem estar da comunidade.

Partindo deste princípio, essa nova proposta literária construída inicialmente de 
quatro volumes, propõe oferecer ao leitor material de qualidade fundamentado na premissa 
que compõe o título da obra, isto é, a busca de mecanismos científicos e tecnológicos que 
conduzam o reestabelecimento da saúde nos indivíduos.

Finalmente destacamos que a disponibilização destes dados através de uma 
literatura, rigorosamente avaliada, fundamenta a importância de uma comunicação sólida e 
relevante na área da saúde, assim a obra “Medicina: A ciência e a tecnologia em busca da 
cura - volume 1” proporcionará ao leitor dados e conceitos fundamentados e desenvolvidos 
em diversas partes do território nacional de maneira concisa e didática.  

Desejo uma ótima leitura a todos!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMEN: El proceso de autoensamblaje 
de tensoactivos Gemini (TG) de bis (haluro de 
amonio cuaternario) con cadenas alquílicas 
espaciadoras de 4, 6 y 14 átomos de 
carbono, respectivamente fue estudiado por 
conductimetría, SEM, etc. Posteriormente, estos 
agregados fueron usados en la compactación de 
ADN, dando lugar a la formación de complejos 
ADN-TG. Dos de estos tensoactivos (TG-4 y 
TG-6) resultaron tener una sola CMC mientras 
que el TG-14 resulto tener dos, siendo las CMC 
en todos los casos menores a las reportadas 

para tensoactivos convencionales. Se encontró 
también que las micelas formadas por estos tres 
tensoactivos presentan una geometría esférica 
muy bien definida. Por otro lado, las pruebas de 
citocompatibilidad realizadas a los tensoactivos, 
demostraron la efectividad del uso de los TG’s 
como vehículos de transfección encontrándose 
una dependencia de la citocompatibilidad con la 
concentración. Brevemente, el tensoactivo TG-4 
fue el que presentó mayor citocompatibilidad 
para las cargas de plásmido exploradas (0.25 y 
0.5 µg).
PALABRAS CLAVE: Autoensablaje, tenosactivos 
Gemini, citocompatibilidad, terapia de genes.

SELF-ASSEMBLY AND 
CYTOCOMPATIBILITY OF GEMINI 

SURFACTANTS FOR GENE THERAPY
ABSTRACT: The self-assembly process of 
bis (quaternary ammonium halide) Gemini 
surfactants (TG) with spacer alkyl chains of 
4, 6 and 14 carbon atoms, respectively, was 
studied by conductimetry, SEM, etc. Later, these 
aggregates were used in DNA compaction, 
leading to the formation of DNA-TG complexes. 
Two of these surfactants (TG-4 and TG-6) 
turned out to have a single CMC while TG-14 
turned out to have two, the CMC being in all 
cases lower than those reported for conventional 
surfactants. It was also found that the micelles 
formed by these three surfactants have a very 
well-defined spherical geometry. On the other 
hand, the cytocompatibility tests carried out on 
the surfactants demonstrated the effectiveness 
of the use of TGs as transfection vehicles, 
finding a dependence of the cytocompatibility 
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with the concentration. Briefly, the TG-4 surfactant was the one that presented the highest 
cytocompatibility for the explored plasmid loads (0.25 and 0.5 µg).
KEYWORDS: Self-assembly, Gemini surfactants, cytocompatibility, gene therapy.

1 |  INTRODUCCIÓN 
La terapia génica es el procedimiento terapéutico mediante el cual se insertan genes 

exógenos correctivos o faltantes en células y tejidos biológicos con el objetivo de curar 
enfermedades pre-existentes y prevenir posibles trastornos hereditarios.1 El concepto que 
da sustento a este procedimiento es simple: si una enfermedad es causada por el mal 
funcionamiento de un gen, esta enfermedad puede ser revertida por la adición de copias 
del mismo gen en buen estado de una fuente externa. No obstante, y a pesar de que varios 
ensayos clínicos han demostrado que la terapia génica es una opción prometedora para 
el tratamiento de enfermedades a nivel celular, aún existen interrogantes con respecto al 
proceso de transfección (compactación y entrega del material genético) que han impedido 
el desarrollo de protocolos 100% efectivos. En la práctica, la entrada del ADN desnudo al 
núcleo celular resulta una problemática debido a barreras extra- e intracelulares diferentes. 
Por una parte, la circulación sistémica de ADN se ve obstaculizada por la degradación 
mediada por nucleasas.2 Por otra parte, la naturaleza electrolítica del ADN da lugar a 
repulsiones electrostáticas a medida que el biopolímero se aproxima a las células, esto en 
virtud de que tanto el ADN como las membranas celulares están cargados negativamente 
(debido a los grupos fosfato distribuidos por el exterior de las hélices del biopolímero y los 
varios proteoglicanos constituyentes de las membranas celulares).2 Los protocolos actuales 
de transfección están basados en el uso de complejos de ADN con agentes naturales y 
sintéticos conocidos como vectores o vehículos portadores de genes. Entre las funciones 
principales de los vectores se encuentran la compactación, protección, inversión de carga y 
liberación posterior del material genético, superando de esta manera las barreras biológicas 
antes citadas.3 Los vectores pueden ser de procedencia viral y no viral. Por un lado, la 
liberación de genes mediada por virus, también conocida como transducción, implica el 
cargado de ADN (o en algunos casos de ARN) en el interior de un virus que se encarga 
de introducirlo a las células por procesos naturales de infección.2 Este procedimiento 
es, por mucho, el más eficaz en términos de porcentajes de transfección. Sin embargo, 
presenta problemas fundamentales asociados con los virus, incluyendo su toxicidad e 
inmunogenicidad, entre otros.4 Por otro lado, la liberación de genes mediada por sistemas 
no víricos implica la encapsulación del ADN utilizando materiales sintéticos que mimeticen 
a los virus.4 En la primera parte de este capítulo se abordara el uso de TG’s (tensoactivos 
Gemini) como vectores para la compactación y decompactación (transfección) de genes. 
Los TG’s son compuestos anfifílicos iónicos (en este caso catiónicos) constituidos por dos 
cabezas polares y dos cadenas alquílicas o colas no polares, unidas a través de las cabezas 
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por una cadena alquílica espaciadora de longitud variable.5 Los TG’s forman estructuras 
denominadas micelas tras su autoensamblaje en un solvente a concentraciones mayores a 
la concentración micelar crítica (CMC, por sus siglas en inglés).6 Una de las características 
que los hace atractivos para su uso en terapia génica es que presentan valores de CMC 
de uno o dos órdenes de magnitud menores a las de los tensoactivos convencionales 
monoméricos (una cabeza y una o dos colas). Además, presentan un incremento de tres 
órdenes de magnitud en su actividad de superficie, una eficiencia mayor en la reducción 
de la tensión superficial y una solubilización mejor.7 Asimismo, se ha reportado que son 
capaces de compactar al ADN de manera eficiente cuando la longitud del espaciador es 
de cuatro a diez átomos de carbono. Por último, y no menos importante, sus valores de 
CMC extremadamente bajos redundan en una toxicidad baja, así como un costo reducido 
en virtud de que se requieren cantidades menores de TG para formar complejos ADN-
TG estables. Los complejos ADNtensoactivo se forman tras la acción supramolecular 
cooperativa de las micelas, dando lugar a una compactación gradual de la cadena del 
biopolímero.8 Por otro lado, en lo que se refiere al proceso de decompactación se ha 
explorado el uso de polifenoles y/o ciclodextrinas que han sido añadidos en disolución una 
vez formados los complejos ADN-tensoactivo, con el objetivo de que compitan con el ADN 
por el enlace con el tensoactivo. Este proceso de competencia mediará la liberación del 
gen.3 En la segunda parte de este capítulo se comentará el proceso de autoensamblaje, 
propiedades fisicoquímicas y citocompatibilidad de agregados micelares de TG’s de 
bis (haluro de amonio cuaternario) con cadenas alquílicas espaciadoras de 4, 6 y 14 
átomos de carbono (denominados TG-4, TG-6 y TG-14, respectivamente). El proceso de 
autoensamblaje se ha estudiado por técnicas como conductometría, espectroscopia de UV-
vis y espectroscopia de fluorescencia, a partir de las cuales se determina la CMC para cada 
TG en estudio. Por su parte, el tamaño, potencial ξ, morfología y afinidad por el ADN de 
los agregados micelares de TG’s se caracterizan por distintas técnicas como DLS, STEM, 
AFM, electroforesis, ITC, etc. Finalmente, los perfiles de citocompatibiliddad y eficiencia de 
transfección se determinan a partir de ensayos biológicos ELISA. 

1.1 Consideraciones generales sobre terapia génica 
La terapia génica es una estrategia terapéutica basada en la modificación del 

repertorio genético de células somáticas mediante la administración de ácidos nucleicos, 
estando destinada a curar tanto enfermedades de origen hereditario como adquirido.9 Varios 
autores (Ronchera-Oms10 y González-Pérez11) han apostado por dar una explicación a 
cerca de la terapia de genes la cual enmarcan como una serie de técnicas o procedimientos 
mediante los cuales se es capaz de direccionar o internalizar fragmentos de ADN y/o ARN al 
interior de una célula con el objetivo de regular la expresión de determinadas proteínas que 
pudieran estar alteradas, deteniendo o invalidando el trastorno biológico que esto pudiera 
traer consigo. De acuerdo con el tipo de célula a tratar se proponen dos tipos generales de 
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terapia de genes:
a) Terapia génica de células germinales: se define como la terapia de genes 
dirigida a que exista una modificación genética en óvulos y/o espermatozoides 
y de esta forma perdure y den paso estas modificaciones a la descendencia. La 
terapia génica de la línea germinal humana no ha sido puesta en práctica ya que 
independientemente de limitaciones operacionales existen muchos factores éticos 
los cuales son considerados en aras de preservar el acervo genético de la especie 
humana. De esta forma también se evita el riesgo que se puedan dar prácticas de 
eugenesia por selección artificial de genes con capacidad de conferir caracteres 
ventajosos al individuo. 

b) Terapia génica somática: se define como la terapia de genes dirigida a la 
modificación genética de células que no son germinales. Es por esto por lo que 
dicha modificación no puede dar paso a la descendencia. Por consenso generales 
entre investigadores y teniendo en cuenta la legislación actual, basada en motivos 
éticos y de seguridad, solamente se llevan a cabo protocolos clínicos en este tipo 
de terapia génica.10 

Estos procedimientos han sido desarrollados a partir de investigaciones diversas 
que sirven de sustento al concepto de terapia génica. Antecedentes de la terapia génica: 

1869 Miescher: Aislamiento del ADN.12 

1944 Avery: El ADN es el portador de la información genética.13 

1953 Watson y Crick: Estructura helicoidal de ADN.14 

1957 Kormberg: ADN polimerasa. 15 

1962 Arber: Primera evidencia sobre enzimas de restricción.16 

1966 Nirenberg, Ochoa, Khorana: Código genético.17 

1972 Boyer, Cohen, Berg: Técnicas para la clonación del ADN.18 

1975 Songer, Barrell y Maxam, Gilbert: Métodos de secuenciación.19 

1981 Palmiter y Brinster: Ratones transgénicos.20 

1990 Blease, Anderson, Culver: Terapia Génica Humana.9 

1.2 Tratamientos génicos 
En general, se han explorado dos tipos de tratamientos génicos: (i) in vivo, que 

consiste en suministrar el gen terapéutico encapsulado en un vector directamente al 
organismo, siendo esto vía aerosol o inyectable y (ii) ex vivo, donde se parte de una biopsia 
de la que es extraída una muestra de las células a tratar, mismas que son transfectadas con 
el gen encapsulado, cultivadas y devueltas al organismo huesped.2 Sin embargo, Nguyen y 
colaboradores en un estudio del 2009 exponen que en la práctica, la entrada de ADN desnudo 
al núcleo celular resulta una problemática debido a barreras extra- e intracelulares diferentes. 
Por una parte, la circulación sistémica de ADN se ve obstaculizada por la degradación 
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mediada por nucleasas.3 Por otra parte, Tros de Ilarduya, y colaboradores plantean que la 
naturaleza electrolítica de ADN da lugar a repulsiones electrostáticas a medida que este 
se acerca a las células, esto en virtud de que tanto el ADN como las membranas celulares 
están cargadas negativamente (debido a los grupos fosfato distribuidos por el exterior de 
las hélices del biopolímero y los varios proteoglicanos y fosfolípidos que constituyen las 
membranas celulares).21 La terapia génica ofrece en principio un enfoque versátil para el 
tratamiento de síndromes hereditarios (por ejemplo, fibrosis quística, distrofia muscular, 
diabetes) y enfermedades adquiridas (gripe, SIDA). En esencia permite el tratamiento del 
origen de la enfermedad, no sus síntomas. Desafortunadamente, su aplicación médica aún 
no ha respondido a las expectativas iniciales. Esto se debe en gran parte al hecho de que 
la captación celular de ácidos nucleicos libres se ve obstaculizada por su carga y tamaño, 
lo que ha llevado a la comunidad científica a explorar el desarrollo de nuevos portadores de 
genes (vectores) y estrategias para mejorar la eficacia y la seguridad de este proceso.22–28 

1.3 Tipos de vectores utilizados para terapia génica
Existe una gran variedad de vectores utilizados en terapia génica. Los vectores 

pueden definirse como los sistemas que median en el proceso de transferencia de un 
ácido nucleico exógeno (gen u oligonucleótido) a la célula, posibilitando la entrada y 
biodisponibilidad intracelular del mismo, de modo que pueda acceder al núcleo y consiga 
expresarse. En otras palabras, el término vector se aplica para definir al vehículo de 
transferencia que lleva al ácido nucleico hasta el núcleo o plasma celular.28 

Vectores virales 

Los vectores virales surgen del intento de aprovechar la capacidad natural de los 
virus para la entrega de genes de interés terapéutico.29–31 

Sin lugar a duda, los vectores virales proveen las eficiencias de transfección más 
altas. No obstante, presentan inconvenientes marcados en lo relativo a la seguridad, 
destacándose el intercambio de material genético con otros virus competentes, que 
pueden suministrar al virus terapéutico los genes que se habían eliminado para evitar la 
replicación, si coinciden ambos virus en la misma célula. El resultado de ello es que el virus 
terapéutico recupera la capacidad de replicarse, infectar células nuevas e incluso dar lugar 
a mutaciones, lo cual puede ser muy peligroso para el paciente. El otro gran obstáculo 
asociado al uso de virus es la respuesta inmune generada tras las aplicaciones sucesivas, 
que pueden eliminar el virus terapéutico antes de que tenga oportunidad de realizar la 
entrega del ácido nucleico o propiciar una respuesta inflamatoria intensa que puede llegar 
a ser peligrosa para el paciente.32–35 
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Vectores no virales 

La mayor parte de las estrategias de transferencia génica sin virus están basadas en 
la utilización y desarrollo de los vectores no virales, que son sustancias químicas capaces 
de unirse al ADN terapéutico e incorporarlo al interior de las células facilitando su expresión. 
Generalmente se usan tipos diferentes de complejos de ácido nucleico con liposomas, 
polímeros catiónicos, péptidos, tensoactivos, etc. Estos vectores no virales deben tener la 
característica de ser biocompatibles con las células o tejido a tratar, garantizando que no 
generen una respuesta inmune durante el tratamiento. Durante los últimos años no han 
sido pocos los autores que han enfocado su estudio en los tensoactivos como vectores no 
virales.30         

1.4 Tensoactivos 
Los agentes activos de superficie comúnmente llamados “tensoactivos” son 

una clase especial de compuestos anfifílicos que poseen propiedades fisicoquímicas 
características a dos interfaces inmiscibles y en solución. Las moléculas de tensoactivos 
clásicos generalmente se componen de dos partes bien diferenciadas en su estructura 
molecular: un grupo de cabeza polar y una cadena alquílica o cola no polar.36,37 

Debido a su anfifilicidad, las moléculas de tensoactivo tienden a ser adsorbidas en la 
interfaz de dos fases inmiscibles para disminuir la tensión superficial e interfacial. Cuando 
los tensoactivos son disueltos en agua, sus grupos hidrófobos se orientan lejos de ella (al 
aire) y la energía libre de la solución se reduce al mínimo a través de un fenómeno llamado 
“efecto hidrófobico”.35 Alternativamente, en el seno del líquido pueden auto-agregarse para 
reducir al mínimo las energías desfavorables, dando lugar a ensamblajes supramoleculares 
bien desarrollados llamados micelas (Figura 1). Las micelas son formadas solo si la 
concentración del tensoactivo en el agua es igual o superior a la concentración micelar 
crítica (CMC).38 Debido a las características ya descritas, los tensoactivos han sido usados 
en procesos numerosos y/o como material constituyente de productos diversos tales como 
aceites de motor, productos farmacéuticos, detergentes y derivados del petróleo, en áreas 
de tecnología alta como la minería, petroquímica, bioquímica, electrónica, impresión, 
grabación magnética, biotecnología y terapia génica, entre otros. 36,37,46,38–45
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i ii iii

Figura 1. Organización de un agente tensoactivo en agua, i baja concentración de tesoactivo, ii 
concentración a la cual se forman subagregados micelares o premicelas, iii micelas formadas región de 

la CMC.

La morfología de los agregados micelares depende de factores diversos entre los 
que podemos mencionar la atracción entre las cadenas hidrófobas de monómeros, la 
repulsión electrostática de las cabezas polares (cuando se trata de tensoactivos iónicos), 
la solvatación del tensoactivo, el impedimento estérico de cabeza y colas y, finalmente, 
el ensamblaje de las unidades monoméricas que requiere la exclusión del agua y de 
grupos polares del interior de la micela.47 Ninham y colaboradores desarrollaron un modelo 
simple para predecir la morfología de los agregados micelares, teniendo en cuenta las 
posibilidades de ensamble geométrico para moléculas de tensoactivos. Estos autores 
propusieron una ecuación para calcular el parámetro de empaquetamiento (P) en términos 
del área de sección transversal del grupo de cabeza (a), la longitud de cadena hidrófoba 
(lmax) y el volumen ocupado por la misma (v).  Los valores de P indican el tipo de estructura 
que formará el tensoactivo analizado durante el proceso de formación de micelas. Según 
el parámetro de empaquetamiento los tensoactivos pueden formar estructuras diferentes 
durante el proceso de autoagregación.4

1.5 Tensoactivos Gemini 
A partir de sus investigaciones realizadas en 1991 sobre bis-tensoactivos anfífilos 

sintéticos llamados “tensoactivos gemelos”, Menger y colaboradores acuñaron por 
primera vez el término “Gemini”, que significa “gemelo o dímero” para describir estos bis-
tensoactivos que tienen un espaciador rígido tal como benceno o estilbeno. La terminología 
se ha ampliado para abarcar cualquier otro bis o tensoactivo de doble cola (diméricos), 
independientemente de la naturaleza del espaciador, así como tensoactivos con dos o más 
grupos de cabeza con cualquier número de colas. Estos tensoactivos Gemini diméricos se 
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componen de dos restos anfífilos monoméricos conectados en o cerca del grupo de cabeza 
por un grupo espaciador o enlazador. El espaciador puede ser corto o largo, compuesto de 
grupos metileno, rígido (estilbeno), polar (poliéter) o no polar (alifáticos y aromáticos). El 
grupo de cabeza polar puede ser positivo (amonio), negativo (fosfato, sulfato, carboxilato) 
o no iónico y puede ser poliéter o azúcar.4

Estos tensoactivos gemelos pueden ser sintetizados con bastante facilidad y a costo 
bajo. Además, sus propiedades en solución le permiten la formación de complejos con ADN 
a concentraciones bajas. Esto es ventajoso desde el punto de vista de citocompatibilidad, 
ya que el primer y paso más simple para optimizar el perfil de seguridad de cualquier 
material exógeno es reducir su concentración in vivo. En general, los tensoactivos Gemini 
empiezan a ser considerados como agentes potenciales de transfección, eficaces para la 
terapia génica no viral.4

1.6 Tensoactivos Gemini como vectores no virales 
Los procesos no-virales de transfección pueden ser considerados como un caso 

especial de administración de fármacos. El éxito de este tipo de procesos es típicamente 
dependiente de factores tales como solubilidad del vehículo (que será dependiente del 
pH para los compuestos ionizables), el fármaco que se transporta a través del sistema, 
el tiempo que sobrevive el fármaco antes de metabolizarse y la facilidad con que puede 
penetrar varias barreras físiológicas.50 Estudios realizados por Bell y colaboradores 
reportan la aplicación de los tensoactivos Gemini catiónicos en el 18% de los ensayos 
clínicos actuales basados en terapia de genes. A la vista de los peligros que implica la 
transfección con vectores virales, el concepto de la transfección mediante tensoactivos 
catiónicos es atractivo, independientemente de que puedan estar más lejos para competir 
con vectores virales en términos de eficiencia. Estos compuestos “Gemini” tienen 
propiedades fisicoquímicas que son diferentes de los tensoactivos convencionales (de una 
sola cadena y solo un grupo de cabeza). De especial interés para su aplicación en terapia 
génica, los tensoactivos Gemini presentan en general valores de CMC más bajos. En 
cuanto a su mecanismo de transfección, se ha comprobado que la internalización celular 
de complejos ADN-tensoactivo Gemini procede por pinocitos, es decir, la incorporación de 
material exógeno por invaginación controlada de la membrana celular, permitiendo que el 
complejo de ADN-tensoactivo pueda ser envuelto por la membrana celular, resultando en la 
formación de vesículas intracelulares denominadas endosomas.51

1.7 Mecanismos de compactación 
El ADN es uno de los polielectrolitos biológicos más importantes y presenta carga 

electrostática negativa en solución. Debido a su naturaleza polianiónica, el ADN es un 
polímero rígido; sin embargo, puede ser condensado en estructuras compactas por medio 
de muchos agentes de compactación. La compactación del ADN está estrechamente 
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relacionada con la neutralización o incluso inversión de su carga electrostática superficial. 
La sobrecompensación o inversión de la carga ocurre cuando la carga de los contraiones 
que rodean la superficie del ADN es mayor que la carga natural del polielectrolito.52 Agentes 
tensoactivos diméricos catiónicos diversos han demostrado gran afinidad por el ADN. Sales 
de amonio biscuaternarias (m-s-m) han sido el tipo más común de tensoactivos diméricos 
investigados y por lo general, se admite que los que poseen un espaciador corto (3£s) 
muestran una eficiencia de compactación mejor frente al ADN. Sin embargo, resultados 
experimentales han demostrado que tensoactivos con espaciadores largos hacen que 
la compactación ADN-tensoactivo sea más favorable que en aquellos tensoactivos con 
espaciadores cortos. Una contribución grande en la formación de los complejos está dada 
por las interacciones hidrofóbicas, que controlan la energía de unión de Gibbs. Por otro 
lado, está la carga promedio de moléculas del tensoactivo unidas al ácido nucleico que 
favorece las atracciones electrostáticas.5

Estudios realizados por Feng y colaboradores, muestran que el auto-ensamblaje 
de los tensoactivos catiónicos en micelas a las proximidades del ADN induce un cambio 
conformacional de la molécula de ADN a partir de una estructura helicoidal alargada a 
glóbulos compactos. La interacción electrostática fuerte entre un tensoactivo y moléculas de 
ADN tiene lugar una concentración crítica de tensoactivo que se conoce como concentración 
de asociación crítica (CAC), que es considerablemente menor que la CMC del tensoactivo 
catiónico. A concentraciones de ADN altas, los agregados ADN-tensoactivo compactados 
parcialmente precipitan debido a la interacción de atracción de Coulomb. Por lo tanto, la 
observación del comportamiento en fase macroscópica es una herramienta cómoda para 
entender las interacciones moleculares entre el ADN y los tensoactivos.53

1.8 Citocompatibilidad 
La citocompatibilidad de una sustancia o complejo en estudio es de suma 

importancia en cualquier investigación. Si se persigue una aplicación clínica o sobre seres 
vivos de forma general, la sustancia o complejo bajo estudio no debe ser toxico en las 
concentraciones estudiadas, pues esto implicaría el rechazo total de la misma. En la terapia 
génica algunos autores como Lan y colaboradores plantean que la citocompatibilidad del 
vector no viral que transporta el gen es de importancia crítica para obtener una consecuente 
transfección óptima. Por lo tanto, en su estudio ellos caracterizan la citocompatibilidad frente 
a células transfectadas incluyendo tres tipos de líneas celulares (A549, HeLa y HepG2). 
Los resultados obtenidos les mostraron que las viabilidades celulares disminuían con el 
aumento en la concentración lipídica, pero estas células mantenían no menos del 80% 
de actividad metabólica (la mayoría de ellas superó el 90%) después de concentraciones 
lípidicas de 30 mM. Además, todavía alcanzaron a ver células vivas cuando incubaron con 
una concentración de lípidos de hasta 50 mM. Esta propiedad permite que estos lípidos 
anfifílicos sirvan como portadores seguros para la entrega de ADN.48 
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2 |  AUTOENSAMBLADO Y CITOCOMPATIBILIDAD DE TENSOACTIVOS 
GEMINI: NUESTROS PRINCIPALES RESULTADOS

Como se mencionó anteriormente se estudió el autoensamblado de TG, la formación 
y citocompatibilidad de complejos ADN-TG con cadenas espaciadoras de 4,6 y 14 carbonos. 

2.1 Caracterización del autoensamblado 
Dentro de las propiedades fisicoquímicas determinadas en tensoactivos 

convencionales está la CMC (concentración micelar critica). La CMC indica la concentración 
mínima a partir de la cual se forman agregados supramoleculares de forma espontánea 
en solución, llamados micelas. Una de las características que hacen atractivos a los 
tensoactivos Gemini para su uso en terapia génica es precisamente sus bajos valores de 
CMC, en la Figura 2 se muestra la gráfica de conductividad en función de concentración 
para el tensoactivo TG-4,6 y 14 en agua, a partir de la cual se determinó su CMC.

(a) (b) (c)

Figura 2. Conductividad vs. concentración de los tensoactivos Gemini en agua.

En esta gráfica se observa que existe una dependencia lineal entre la conductividad 
de la solución y la concentración de esta, obteniéndose un cambio de pendiente que indica 
la CMC de estos tensoactivos. Este valor concuerda con lo reportado en la literatura para 
TG’s con longitudes de espaciador menores a 8 carbonos (> 0.20 mM). En los tensoactivos 
TG-6 (b) y TG-14 (c) se comportan de manera similar al TG-4. Por debajo de la CMC, 
la adición de tensoactivo a una solución acuosa provoca un aumento en el número de 
portadores de carga en este caso (tensoactivo)+ y (contraion)- y, en consecuencia, un 
aumento en la conductividad. A partir del primer punto de inflexión, la adición de más 
tensoactivo da lugar a su autoensamblaje y por tanto a la formación de micelas. Así pues, 
el primer punto de inflexión en la curva de conductividad frente a la concentración se 
atribuye a la CMC. De la misma forma, a medida que la concentración de tensoactivo se va 
incrementando por encima de la CMC, puede suceder que las micelas formadas presenten 
un cambio en su estructura, dando lugar a un segundo punto de inflexión en la curva, que 
se atribuye a la CMC2. 48 
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Los agregados micelares fueron caracterizados por STEM. En las imágenes y 
distribuciones de tamaño para todos los casos se logró observar las micelas de forma 
esférica. En general, los tres tensoactivos presentaron agregados micelares con dos 
poblaciones de tamaños, presentando la población predominante valores por debajo de los 
100 nm. En el caso de TG-14, la población mayor se presentó con morfología ovalada, lo 
cual puede deberse a un cambio de conformación de la micela a esa concentración. 

2.2 Citocompatibilidad 
Antes de emprender estudios de transfección es imprescindible determinar si los 

tensoactivos estudiados son citocompatibles en ausencia del ADN, ya que, en caso de no 
serlo, el estudio resultaría inviable. En la Figuras 3 se muestran los resultados obtenidos 
para la citocompatibilidad (expresado como % de viabilidad) de cada uno de los TG’s a 24 
y 72 h, empleando las concentraciones necesarias en cada caso para preparar complejos 
ADN-TG con una carga plasmática de 0.25 µg a las relaciones de carga N/P de 1.5, 2, 3 y 
5. Sobre un cultivo de la línea celular HeLa. 

En estos casos se observa una dependencia de la viabilidad celular con la longitud 
de la cadena espaciadora y la concentración de los tensoactivos para ambos tiempos, en 
buen acuerdo con un experimento previo realizado con una carga plasmática de 0.5 µg 
donde se observó esta misma tendencia, pero con menos porcentaje de citocompatibilidad. 
A medida que aumenta la concentración de cada tensoactivo disminuye su viabilidad 
celular. Análogamente, disminuye la viabilidad celular al pasar de un tensoactivo a otro 
siendo el más citocompatible el TG-4 con porcentajes de viabilidad celular superior del 85% 
luego de 24 h y del 60% luego de las 72 h.

24 h 72 h

Figura 3. Citotocompatibilidad de los TG’s a 24 h y 72 h para una carga plasmática en el complejo ADN-
TG de 0.25 µg.
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3 |  CONCLUSIONES 

1. Se determinaron los valores de CMC de los tensoactivos por conductimetría y 
espectroscopias de UV-vis y fluorescencia, en agua. El análisis conjunto de estas 
técnicas demostró que TG-4 y TG-6 tienen una CMC, mientras que TG-14 tiene dos. 
Los resultados obtenidos son los siguientes: TG-4 0.191 mM, TG-6 0.25 mM, y TG-
14 0.10 y 0.225 mM respectivamente.

2. En los estudios de citocompatibilidad se encontró que esta es dependiente de 
la concentración tanto de los TG’s como del plásmido. En general, a menores 
concentraciones mayor citocompatibilidad (TG’s y complejos). Los mejores 
resultados de citocompatibilidad fueron obtenidos usando una carga plasmática de 
0.25 µg (complejos).
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