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RESUMEN 
 
 

En esta investigación se  identificó el efecto protector de la Galantamina (Alcaloide 
sintético en su presentación comercial: REMINYL de 8mg), frente a daño 
oxidativo, inducido con H202 en linfocitos humanos cultivados in vitro, mediante la 
prueba de viabilidad celular con azul de Trypan.   
 
 
Se identificó una asociación negativa, significativa estadísticamente (p < 0,05), 
entre las concentraciones de la Galantamina y el promedio de IM, permitiendo 
determinar las concentraciones: alta que redujo el IM en un 65%, media que 
redujo el IM en un 50%  y baja que no disminuyó el IM, respecto al control 
negativo (agua).  
 
 
Mediante la prueba de viabilidad celular de los linfocitos humanos cultivados in 
vitro, se encontró un incremento significativo (p< 0,05) en el porcentaje promedio 
de la viabilidad de las células tratadas con las concentraciones baja (0,65µM) y 
media (2,5 µM)  de Galantamina, respecto de la viabilidad identificada en el 
tratamiento con el H2O2 (Inductor de daño, con un 61% de viabilidad). Se concluye 
que la Galantamina, a  las concentraciones indicadas, presenta una capacidad 
protectora frente al daño celular promovido por el peróxido de hidrogeno, 
soportando su posible uso en el tratamiento de enfermedades 
neurodegenerativas, como artritis y Parkinson, que se caracterizan por un 
incremento en las especies reactivas de oxigeno que desencadenan muerte 
celular programada  (apoptosis). 
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INTRODUCCIÓN 
 
 

El Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo que se manifiesta con demencia 
progresiva, déficit cognitivo y  pérdida de la memoria, que finaliza con la muerte. 
Hoy en día, es una de las causas más frecuentes de mortalidad en los países 
industrializados, y no existen tratamientos efectivos que garanticen una mejor 
calidad de los pacientes [1]. Al comienzo de la enfermedad, se genera un aumento 
significativo de estrés oxidativo en neuronas y respuesta inflamatoria en linfocitos, 
que desencadenan mecanismos moleculares como la expresión de la proteína 
amiloidea que lleva a la apoptosis celular [2]. 
 
 
La Galantamina es uno de los tratamientos más comunes para el  Alzheimer; 
usualmente se utiliza como un inhibidor de la acetilcolinesterasa [3]. Dentro del 
estudio de la función colinérgica del alcaloide, se cree que ayuda a disminuir la 
citotoxicidad de la proteína beta amiloide, por medio de una posible actividad 
antioxidativa, que contribuiría al control inicial de especies reactivas de oxigeno,  
que conduce a la expresión de dicha proteína [3, 4].El peróxido de hidrogeno 
(H202), es una especie reactiva de oxigeno, comúnmente utilizado como inductor 
de daño celular por su capacidad de permeabilizar la membrana mitocondrial y 
activar las vías extrínsecas e intrínsecas de muerte celular programada [5-9]. 
Sarmiento, B. y M. Torres, en el 2010 [10] determinaron, en el  laboratorio de 
Toxicología Genética y Citogenetica de la Universidad del Cauca, que el H202 a 
una concentración de 1µM, conduce a los linfocitos a apoptosis.  
 
 
Por tal razón, este estudio empleó el peróxido de hidrogeno como inductor de 
muerte celular por apoptosis, detectable mediante la prueba de viabilidad celular 
con azul de Trypan. La base de este estudio radica en la inducción a muerte 
celular programada por el H202, con el fin de identificar  el efecto protector de la 
Galantamina frente a daño oxidativo inducido con H202, en linfocitos humanos 
cultivados in vitro. 
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1.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

 
Según Alzheimer’s Disease Educations and Referral Center [11], la enfermedad de  
Alzheimer (EA) es la causa más común de demencia senil. Se caracteriza por  
síntomas como pérdida de la memoria, la razón, el juicio y el lenguaje, que termina 
por obstruir el estilo de vida de los pacientes. El Alzheimer se ha convertido en 
una de las mayores problemáticas de salud pública en los Estados Unidos, ya que 
involucra a las familias, al sistema de atención de salud y a la comunidad en 
general, que debe aceptar el deterioro mental producto de la patología. Se calcula 
que 4 millones de personas sufren hoy este trastorno; para el año 2050 se estima 
que 14 millones de estadounidenses padecerán la enfermedad si se conservan los 
números actuales y no se hallan tratamientos para prevenirla [12]. 
 
 
En Colombia se reportó, en el 2003, que de cada 100  patologías mentales, el 
13,3% pertenecían a demencia [13]. De igual forma, investigadores de la 
Universidad Nacional afirman que actualmente entre el 12% y el 15% de la 
población Colombiana padecen el Alzheimer; de los 300 pacientes diagnosticados 
con demencia por el Instituto de Genética, el 70% de los casos se relacionan 
directamente con la enfermedad [14]. El impacto de este trastorno en nuestros 
días traspasa las barreras de la medicina, al convertirse en un problema social;  se 
ha establecido una relación entre los bajos recursos  económicos para el 
diagnostico en las sociedades latinoamericanas y el aumento potencial de 
enfermos mayores de 65 años [15]. En este país, la frecuencia en adultos mayores 
que  sufren esta anomalía se ha acrecentado,  alcanzando el  4% de la población 
total lo cual revela la necesidad de programas de vigilancia epidemiológica, 
estudios clínicos de investigación básica y de formas terapéuticas con las que se 
pueda atender y ayudar directamente a dicha población [16]. 
 
 
En la enfermedad de Alzheimer, se originan múltiples daños a nivel celular, 
molecular y genético. La sobreexpresión de la proteína precursora del péptido beta 
amiloide (PPBA), que ocurre al inicio de la enfermedad, desencadena cambios 
anatómicos, como el crecimiento ventricular, y cambios moleculares como el 
aumento de la respuesta inflamatoria cerebral que conlleva a la apoptosis 
neuronal [17]. En los últimos años, se ha publicado acerca del importante papel 
que juega el estrés oxidativo en las enfermedades neurodegenerativas. Golimstok 
afirma que, según investigaciones experimentales, el aumento en la respuesta 
inflamatoria ayudaría a la aparición de EA [18]. Apoyando lo anterior, se ha 
descubierto que el uso de esteroides y de fármacos antiinflamatorios no 
esteroides, disminuyen el riesgo de padecerla [19]. Actualmente existen estudios 
para establecer si los antiinflamatorios pueden retrasar el comienzo de la 
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patología. Por ejemplo, se cree que la Indometacina mejora la capacidad cognitiva 
después de 6 meses de tratamiento [18]. 
 
 
 Dentro de los tratamientos farmacológicos más comunes se encuentran los 
inhibidores de acetilcolinesterasa [17, 20-22]; hoy en día, los fármacos colinérgicos 
más utilizados son: la Tacrina, Donepecilo, Rivastigmina, Metrifonato, Galantamina 
y Eptastigmina [17]. En la identificación de la capacidad antiapoptótica de la 
Galantamina, se busca establecer su posible potencial antiinflamatorio en 
diferentes líneas celulares [4, 23, 24], con el fin de comprobar la doble acción 
como inhibidora de acetilcolinestrasa y antiinflamatoria, que contribuiría al control 
de la toxicidad de la proteína β amiloide. Meza, en el 2009 [25] publicó sobre una 
diferencia significativa en la actividad cognitiva de los pacientes que fueron 
medicados con Galantamina; sin embargo, en estudios in vivo, existen resultados 
inconclusos acerca de estos fármacos y de la capacidad de actuar en la fase 
inicial de la enfermedad, donde existe un aumento de las especies reactivas de 
oxigeno [20].  En Colombia existe un número pequeño de estudios que hacen 
referencia a estos compuestos [26, 27];  además, al consultar algunas bases de 
datos como Science, Google Scholar, PubMed, se observaron pocos  estudios in 
vitro que asocien a la Galantamina con propiedades protectoras frente a las 
especies reactivas de oxigeno o daño oxidativo inducido. Por lo anterior, la 
ejecución de este estudio plantea responder al siguiente interrogante: ¿La 
Galantamina presenta actividad protectora frente al estrés oxidativo inducido con 
H202, en linfocitos humanos cultivados in vitro? 
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3.  JUSTIFICACIÓN 
 
 
La enfermedad de Alzheimer (EA) se define como un trastorno neurológico que 
causa la apoptosis neuronal. Generalmente comienza con síntomas como  la 
pérdida de la memoria y  perturbación de las actividades cognitivas, afectando la 
vida cotidiana de los pacientes, con modificaciones de la personalidad  que 
conllevan a la demencia y finalmente a la muerte. La incidencia de la enfermedad 
es de 3600 casos por año en Estados Unidos; lo que significa que más de cuatro 
millones de personas la  padecen, con una alta  frecuencia en adultos (65 y 69 
años),  entre los cuales, el porcentaje de afectados ha  aumentado del 4% al 36% 
en menos de 15 años. La organización Alzheimer's Disease International (ADI) 
[28] señala que para el 2030 la prevalencia de  enfermos aumentará el doble en 
America Latina. En Colombia, en el departamento del Valle del Cauca,  en el año 
1996  [29],  se expuso una prevalencia de:  21.9 en 1000 habitantes, ajustada por 
edad de demencia relacionada con Alzheimer en adultos de 50 años. Actualmente, 
cerca del 4 % de la población mayor de 65 años y el 25% de adultos de 80 años, 
padecen este trastorno neurodegenerativo [16]. 
 
 
El Alzheimer se establece como  la tercera enfermedad en costos económicos  y 
la cuarta causa de muerte en los países industrializados [20]. Se reportó, por 
Smalls y colaboradores en el año 1996 [30],  que mantener un enfermo  costaba 
alrededor de 36 000 dólares y evaluó que, en el 2002, el costo nacional para los 
Estados Unidos llegó a  los $100 mil millones, lo que indica que la patología,  
además de ser un problema de salud,  se ha convertido en  una problemática 
económica por el elevado precio de los tratamientos. “Estos datos, conjuntamente 
con la pérdida de la productividad ocupacional en los casos de inicio temprano    
(35-40 años de edad) y su costo humano, han enfocado las estrategias actuales 
en el diagnóstico y tratamiento precoz del Alzheimer” [20]. 
 
 
El pronóstico de vida  para los pacientes de Alzheimer es de 8 años después del 
diagnóstico. Dentro del transcurso de la patología existen tres etapas: la inicial, 
intermedia y final. La etapa inicial se caracteriza por una pérdida de la habilidad 
cognitiva moderada con  expresión de la proteína β amiloide, inflamación cerebral, 
fosforilación anormal de Tau y toxicidad de los radicales libres.  En la etapa 
intermedia, hay un desbalance en la homeostasis del calcio,  perdida de la 
sinapsis y disfunción colinérgica. En la etapa final existe  pérdida neuronal y 
disfunción Norepinéfrinica y Serotoninérgica [31].  En la actualidad se piensa que 
el estrés oxidativo, al comienzo de la enfermedad,  juega un papel principal en la 
etiología del Alzheimer. Se ha comprobado que las especies reactivas de oxigeno 
atacan a macromoléculas como  lípidos, proteínas y el ADN [32]; estos  cambios 
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del potencial redox en la célula, altera la expresión del sistema de antioxidantes 
causando grandes daños en el material genético, siendo posiblemente  perjudicial 
para la viabilidad celular de las neuronas. Zawia en el 2009 [27] publicó que  la 
alta  oxidación de la guanina como resultado del estrés oxidativo,  altera la unión 
de factores de transcripción de algunos genes, que tienen un impacto en la 
señalización epigenética. Una de las rutas de señalización activadas por el estrés 
oxidativo,  es la vía de las protein-kinasas (MAPK), a la cual pertenece  la kinasa 
extracelular reguladora (ERK1/2), la kinasa amino-terminal c-jun (JNK) y la kinasa 
p38. También se activa la vía de la fosfoinositol-3-kinasa (PI3K/Akt), el factor 
nuclear-kappa B (NF-kB) y la enzima Heme oxigenasa-1 (HO-1), las cuales 
controlan la respuesta celular al aumento de pro-oxidantes.  Cai y colaboradores 
en el 2007 [33], señalan que el aumento de factores de inflamación y daño 
oxidativo, como peroxidación, oxidación de proteínas y DNA, característicos en la 
iniciación del Alzheimer, activan el mecanismo apoptótico. 
 
 
El papel del receptor  Fas en los mecanismos de disparo de muerte celular  ocurre 
en diferentes situaciones, entre ellas, los desencadenados en procesos 
neurodegenerativos y la respuesta inmune [31].  La señalización Fas/Fas L es la 
que controla la apoptosis en linfocitos T y neuronas ante el daño oxidativo [34], 
igualmente la respuesta inflamatoria en el cerebro se relaciona con la 
sobreexpresión del factor  de necrosis tumoral TNF-α en los linfocitos, convirtiendo 
a estas células en un modelo potencial para estudios de respuestas de estrés 
oxidativo en enfermedades neurodegenerativas. En la actualidad, no son claras 
todas las posibles vías de apoptosis cuando se aumentan las concentraciones de 
radicales libres de oxigeno en las células. Una de las hipótesis establece  que los  
incrementos  en las ROS pueden activar la p53, la liberación de ceramidas, 
staurosporina y TNF (factor de necrosis tumoral), asimismo se cree que  el  
peróxido de hidrogeno (que es ROS) se comporta  como un amplificador de la 
respuesta oxidativa  por su inestabilidad química dentro de la célula, lo cual 
contribuye con el desencadenamiento de la muerte celular programada. Estudios 
[8, 33, 35], afirman que el H202 puede generar una variación en la Permeabilidad 
Transitoria de la Mitocondria (MPT) o activar el receptor de muerte Fas para la 
liberación de moléculas pro-apoptoticas [9].Por tal razón, múltiples estudios [5-8] 
utilizan al  peróxido de hidrogeno como mediador de muerte celular programada. 
Sarmiento, B. y M. Torres [10], determinaron en el  laboratorio de Toxicología 
Genética y Citogenetica, de la Universidad del Cauca, que el H202, a una 
concentración de 1µM, conduce a los linfocitos humanos cultivados in vitro, a 
apoptosis. Por lo anterior, este estudio pretende establecer la prueba de viabilidad 
celular con azul de Trypan como una medida indirecta de muerte celular 
programada, en linfocitos humanos inducidos a daño oxidativo con H202,  con base 
a la concentración ya estandarizada.   
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 En el 2009 se publicó acerca de la actividad antiinflamatoria de los inhibidores de 
acetil colinesterasa, ya que la degradación de la acetilcolina lleva a la sobre 
expresión  de interleucinas, citocinas y especies reactivas de oxigeno, en células 
del sistema inmune, estableciéndose una relación directa entre estrés oxidativo en 
linfocitos de pacientes con Alzehimer [36]; en este mismo año McNulty, J. et al. 
[23] reportan la inhibición del citocromo P450 3A4 utilizando Galantamina.  Miezan 
y su grupo en el 2007,  evaluaron la capacidad antioxidativa da la Galantamina en 
la línea celular SK-N-SH inducida a daño neuronal con H2O2 [4], lo que sugiere 
que este compuesto es un posible antiinflamatorio, además de su acción 
anticolonérgica, potencializando el uso del fármaco para todas las enfermedades 
neurodegenerativas, como la Esclerosis lateral amiotrófica, Ataxia de Friedreich,  
Huntington, Demencia con cuerpos de Lewy,  Parkinson, Atrofia muscular espinal;  
y  autoinmunes, como la Artritis Reumatoide  y SIDA, las cuales se caracterizan 
por el aumento del estrés oxidativo celular, al  inicio de la enfermedad. En 
concordancia con lo expuesto, se plantea como finalidad de este trabajo, 
determinar la capacidad protectora de la Galantamina frente a estrés oxidativo 
inducido con H202, en linfocitos humanos cultivados in vitro. Para la realización de 
este estudio se tiene en cuenta que, en las bases de datos más importantes 
(Science, Google Scholar, PubMed, Justor), no se han encontrado publicaciones 
que relacionen la capacidad antiinflamatoria de la Galantamina en linfocitos. 
 
 
Esta investigación utilizó el ensayo in vitro, con el fin de determinar variables como 
las concentraciones a evaluar, el tiempo  de tratamiento y para reducir el posible 
efecto de variables externas como: estilo de vida, genotipo y dieta que pueden 
interferir con los resultados. Se empleó como biomarcador de respuesta la prueba 
de viabilidad celular con azul de Trypan, con la cual se determinó, que la 
Galantamina aumenta la viabilidad celular de linfocitos humanos tratados 
previamente con H202.   
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3. ANTECEDENTES 
 
 
El Alzheimer, en la actualidad, es la causa del mayor número de demencias 
seniles; se estima que aproximadamente un 10% de los individuos mayores a  65 
años padecen la patología. Esta enfermedad mortal se presenta comúnmente de 
forma esporádica, sin historia familiar previa; en los últimos años los tratamientos 
están enfocados en su diagnostico y tratamiento temprano [37]. El Alzheimer fue 
descrito inicialmente por Alois Alzheimer en 1907, como una demencia que se 
acompañaba con episodios de pérdida de la memoria, solo hasta la década de los 
70 se habló de una patología neurodegenerativa [38]. 
 
 
Los medicamentos que son capaces de inhibir  la AChE cerebral  como la Tacrina, 
el Donepecilo, la Rivastigmina y la Galantamina, evitan la degradación de la 
acetilcolina y, de esta forma, los niveles del neurotransmisor se aumentan en el 
espacio sináptico, lo cual contribuye al mejoramiento de la cognición en pacientes 
con Alzheimer. Se realizó en  Villena,  España, en el año 2003, un estudio 
retrospectivo observacional, en el que se incluyeron 20 pacientes con Alzheimer 
(con deterioro grave y muy grave), después de medicarlos durante 5 meses con 
fármacos anticolinestérasicos; se concluye que no hay diferencia significativa entre 
los grupos de tratados y no tratados, indicando la baja eficacia de esta clase de  
medicamentos  en etapas avanzadas de la enfermedad [39]. 
 
 
Romero en el año  2005, reportó que no existe diferencia significativa entre el uso 
de diferentes inhibidores de acetilcolinesterasa, expresada en DDD/paciente/día, 
entre sexos, grupos de edad, ni en la desagregación de los grupos de edad por 
sexos; en este  estudio observacional transversal, participaron  5110 individuos 
con demencia tipo Alzheimer [40].  
 
 
 López en el año 2006, establece, a partir de una investigación de tipo cohorte 
retrospectivo, que la tasa de mortalidad total  en pacientes tratados con 
galantamina (con una  dosis media de 15,0 mg/día) disminuye alrededor del 8%; a 
este trabajo  pertenecieron 172 personas, las cuales fueron tratadas durante  13  
meses [41]. En este mismo año, se evaluó la eficacia de la galantamina sobre los 
síntomas de demencia generada por Alzheimer vascular o mixta, en pacientes 
ambulatorios. En este estudio experimental  se incluyeron 32 pacientes, se les 
administró  gotas de Galantamina, con aumento de la dosis durante tres meses; el 
uso de Galantamina mejoró el estado psicomotor y cognoscitivo en los pacientes 
con demencia vascular y mixta [42]. 



20 
 

 

Dentro de las investigaciones in vitro, en el año 2003, se valoró la capacidad 
antioxidante de la Galantmina y del hidrobromuro de Galantamina, utilizando un 
sistema de luminol dependencia, en el que se encontró que la capacidad 
antioxidante recae sobre el hidroxilo de esta molecula [43]. 
 
 
En el año 2004 se evaluaron los efectos de la Galantamina en la toxicidad de la 
proteína beta amiloide, usando una línea celular primaria de neuronas corticales 
de rata, donde la galantamina presentó un efecto neuroprotector mediante la 
inducción de la fosforilación de proteína serina/treonina quinasa, involucrada en 
vías celulares de sobrevivencia [44]. Igualmente, se observó la capacidad 
protectora de la Galantamina frente a muerte celular inducida por la proteína beta 
amiloide en la línea celular humana SH-SY5Y y una línea celular bovina; se 
encontró el máximo efecto protector a una concentración de 300 nM del alcaloide 
[45]. 
 
 
Investigadores de la Universidad de Antioquía, postulan a los linfocitos como 
modelo celular de estudio para vías celulares activadas por el estrés oxidativo en 
las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, ya que  los linfocitos presentan una 
similitud celular con las neuronas  en  los sistemas catecolaminérgico, 
serotonérgico, acetilcolinérgico, glutamaérgico, noradrenérgico y gabaérgico [46]. 
 
 
Se examinó, en el año 2007, la capacidad neuroprotectora de la Galantamina, la 
cual se basa es su capacidad antioxidante; el  estudio empleó la línea celular SK–
N–SH,  la cual se indujo a estrés oxidativo celular utilizando H2O2; el tratamiento 
con Galantamina disminuyó el porcentaje de especies reactivas de oxigeno, 
previno la reducción en el potencial de membrana mitocondrial e inhibió, de forma 
significante, la generación del anión nitrato [4].  
 
 
En el año 2007, en la Universidad del Cauca, se evaluó el efecto citotóxico de 
extractos completos de cuatro especies endémicas Caucanas (Eucharis 
amazonica, E. grandiflora, Caliphruria subedentata y Crinum kunthianum); se 
encontró una reducción estadísticamente significativa, en el porcentaje de índice 
mitótico de las células de sangre periférica  tratadas con los extractos. 
Paralelamente, Cabezas y colaboradores, en la misma Universidad, aislaron  y 
caracterizaron los alcaloides con actividad biológicas presentes en las muestras 
vegetales, reportando en sus resultados la presencia de Galantamina [47].  
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En este año (2007) se habló acerca de la relación entre el sistema inmune y el 
sistema nervioso; el aumento de la respuesta inflamatoria en linfocitos T se 
correlaciona con el aumento de radicales libres en las neuronas. El estudio de esta 
vía de neuroinmunomodulación propone el uso de antioxidantes para el 
tratamientos de las enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas [48]. 
 
 
La Universidad de Genova en Italia, en el año 2008, efectuó el test de 
genotoxicidad y carcinogénesis a 838 fármacos comerciales, se reportó para la 
Galantamina, en su presentación Reminyl, que no existía efecto carcinogénico o 
genotóxico. En esta valoración se utilizaron pruebas de mutación de genes 
bacterianos, de daño cromosomal en células de ratón y de daño cromosomal 
usando células hepáticas de rodeadores  [49]. 
 
 
Durante el año 2009 se publicaron varios trabajos acerca de la capacidad 
antiapoptótica, anticitotóxica y antioxidante de la Galantamina. Matharu y 
colaboradores, escribieron sobre el efecto de la Galantamina como inhibidor de la 
agregación y toxicidad de la proteína beta amiloide; para el desarrollo del estudio 
se manejaron varias concentraciones de galantamina ( 25-1000 µM) y se calculó la 
capacidad antiapoptótica mediante citometría de flujo, los resultados muestran una 
reducción significativa entre el porcentaje de células muertas tratadas y las no 
tratadas con el fármaco [3]. 
 
 
En el año 2009, Woods, J. y colaboradores,  revisaron la hipótesis del ciclo celular 
disfuncional en las condiciones críticas del Alzheimer, con el fin de desarrollar 
medicamentos más eficaces. Se concluyó una  capacidad nueroprotectora 
dependiente de la etapa del ciclo celular (G1 ó G2)  en diferentes fármacos y se 
sugiere el uso de antioxidantes como alternativa terapéutica para el Alzheimer 
[50]. 
 
 
De la misma forma, se habló de un estrés oxidativo celular relacionado 
directamente con la neurodegeneración, en el mal de Alzheimer. Una revisión 
realizada por tres Universidades estadounidense, mencionan el roll del estrés 
oxidativo, la epigenética y los componentes ambientales en la etiología de la 
enfermedad. Se concluye, que el aumento de las especies reactivas de oxigeno al 
inicio de la enfermedad desencadenan  la mayoría de daños celulares y genéticos 
en las neuronas  [50]. En relación a lo anterior, Kamal y colaboradores, en el año 
2009, reportan acerca de las propiedades antiinflamatorias de los inhibidores de 
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acetill colinestrerasa, donde se plantea que la inhibición de la colina evita la 
respuesta inflamatoria celular; se sugiere el uso de estos fármacos para 
enfermedades como cáncer, esclerosis y otras patología que involucran aumento 
de las especies reactivas de oxigeno [51]. 
 
 
McNulty y colaboradores, en el año 2009, utilizando pruebas de 
quimioselectividad, publicaron sobre la inhibición de la P450 3A4 por la 
Galantamina. Los autores proponen que el bloqueo selectivo de este grupo de 
enzimas en las enfermedades neurodegenerativas, impediría la generación de 
radicales libres producto de la activación de esta vía metabólica [23]. 
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4. MARCO TEÓRICO 
 
 
4.1  EPIDEMIOLOGÍA DEL ALZHAIMER. 
 
 
El  Alzheimer se define como una demencia  progresiva, que causa perdida de la 
memoria, de las actividades cognitivas, del leguaje y finalmente lleva a la muerte. 
Hoy en día, esta enfermedad se ha establecido como una de las principales 
causas de mortalidad en los países industrializados, generando un fuerte impacto 
socio-económico por la ausencia de tratamientos eficientes que garanticen una 
mejor calidad de vida de las personas que sufren este trastorno 
neurodegenerativo. La incidencia de la enfermedad es superior en la población 
adulta, lo cual significa que cerca del 70% de las demencias seniles son causadas 
por Alzheimer.  Se calcula que, actualmente, cerca de 22 millones de personas 
presentan la patología y que en, 30 años, la frecuencia se habrá incrementado al 
doble. En Colombia, el 4% de la población mayor de 65 años la padece [15, 18, 
20]. 
 
 
4.2 ENFERMEDAD DE ALZHAIMER. 
 
 
4.2.1 Patología del Alzheimer.  La enfermedad afecta principalmente el sistema  
cognitivo,  se expresa con pérdida progresiva de memoria y del lenguaje, 
disminución en la capacidad para realizar actividades rutinarias, desorientación, 
dificultad para aprender cosas nuevas. El deterioro intelectual es  tan fuerte que el 
funcionamiento social y laboral se hace imposible. El pensamiento abstracto y el 
juicio  se afectan; se presentan  episodios de apraxia, afasia y agnosia, sin razón 
alguna. Los pacientes sufren de cambios  anatómicos como disminución del peso 
del cerebro y crecimiento ventricular; y cambios a nivel microscópico como pérdida 
de sinapsis, apoptosis neuronal, la angiopatía amiloidea y la formación de placas 
seniles [18, 31].  
 
 
A nivel celular, el trastorno se manifiesta mediante proteólisis anormal de la 
proteína precursora del B amiloide (PPBA), daño en la membrana celular, 
reduccción en el nivel de ATP intracelular y el  aumento de las especies reactivas 
de oxigeno, en las neuronas y linfocitos que activan la respuesta inflamatoria [20, 
31, 52]. En este sentido, se evidencia que son numerosas las transformaciones 
biológicas que se desarrollan en esta enfermedad neurodegenerativa; por tal 
razón, es importante limitarse solo a la recapitulación de la relación que tiene el 
estrés oxidativo con la fisiopatología del Alzheimer. 
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4.2.2 El estrés oxidativo en la enfermedad de Alzhe imer . Varios mecanismos 
de neurodegeneración han sido propuestos en la EA. Se cree que el estrés 
oxidativo,  el daño mitocondrial,  los procesos inflamatorios, la susceptibilidad 
genética, los agentes ambientales y la activación de la  muerte celular 
programada, son factores que interactúan entre sí  para generar una disfunción 
neuronal y celular que finaliza con la muerte. Las vías y mecanismos del estrés 
oxidativo en el Alzheimer han sido discutidos. En términos usuales, el estrés 
oxidativo se describe  como un daño en células, tejidos y órganos, causado por el 
desbalance entre la producción de antioxidantes y radicales libres de oxigeno, este 
daño afecta directamente a macromoléculas que pueden promover, en el intervalo 
de la enfermedad,  la liberación de factores de inflamación en  astrocitos y 
linfocitos. Las especies reactivas de oxigeno comprometidas en la respuesta 
inflamatoria  contribuyen  en la patogénesis del estrés oxidativo, que además se 
incrementa con la edad. En el caso de las enfermedades neurodegenerativas, los 
mecanismos que dan como resultado la perdida de la homeostasis celular son: la 
oxidación de lípidos,  proteínas y  del ADN [33].  
 
 
La  lipoperoxidación  involucra la interacción de moléculas intermediarias del 
metabolismo que contiene radicales libres de oxigeno con los átomos de 
hidrogeno de los lípidos insaturados; el aumento anormal de esta  reacción en la 
enfermedad de Alzheimer induce un desbalance redox al interior de la célula, que 
se manifiesta con la oxidación de lipoproteínas de transporte,  la formación de la 
placa amiloide  y la pérdida de la sinapsis colinérgica. Entre el 40-65% de los 
enfermos,  tienen al menos una copia del  ApoE mutado, este gen normalmente 
codifica para la  apolipoproteína E  encargada del catabolismo de proteinas ricas 
en triglicéridos. De igual forma,  un gran número de eventos neurodegenerativos 
son atribuidos al desequilibrio de iones a nivel celular causado por metales como 
Al, Fe, Cu y Zn, que intervienen en la fluidez de membrana; en consecuencia, en 
la actualidad, múltiples fármacos con actividad antioxidativa se están 
desarrollando como potenciales tratamientos para la neurodegeneración [33]. 
 
 
La oxidación de proteínas es considerada como un biomarcador de estrés 
oxidativo por el daño enzimático que se crea. La interacción del oxígeno con 
lipoproteínas de baja densidad LDL, es el mecanismo más importante en las 
enfermedades degenerativas, como esteroesclerosis, diabetes y Alzheimer; se ha 
relacionado la oxidación de LDL con los niveles de paraxonasa 1 en el cerebro. 
Igualmente,  la glicación de las proteínas no enzimáticas  acarrean la  agregación 
de proteínas heterogeneas  que, al unirse al receptor P-amiloide, forman acido  
tiobarbiturico y especies reactivas de oxigeno, activando la transcripción del factor  
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NF-KB1. La directa contribución de la reducción de azucares y lípidos  en el estrés 
oxidativo celular, en los trastornos neurodegenerativos, hace relevante la 
necesidad de nuevas estrategias terapéuticas que presenten una actividad 
protectora frente a los radicales libres [33]. 
 
 
La atracción del ADN por los radicales libres, especialmente por lo Hidroxilos,  
produce quiebres de doble cadena, entrecruzamientos, intercambios de 
cromatidas hermanas y formación de aductos,  que, en caso de no ser reparados, 
pueden cambiar secuencias genéticas y convertirse en mutaciones  letales para la 
célula. En el Alzheimer, se ha encontrado deficiencias en el sistema de reparación 
de la 8-Hidroxiguanina, 5-Hidroxicisteína y 5-Hidrouracil, que, en elevadas 
proporciones en el ADN nuclear y mitocondrial, conducen a la variación de 
secuencias codificantes que activan genes proapoptoticos. Paralelamente, el 
potencial de membrana mitocondrial es directamente proporcional a la 
concentración de peróxido de hidrogeno en la célula, así,  un aumento del H2O2 
conlleva a la expresión de moléculas que provocan la muerte celular [33].  
 
 
Figura 1.  Relación entre la Acetilcolinesterasa y los mecanismos de inflamación 
en la Enfermedad de Alzheimer [36]. 
 
 

 
4.2.3 Vías de apoptosis celular.  El papel del H2O2 en la inducción de apoptosis 
por estrés oxidativo es muy importante; para entenderlo, se debe iniciar 
mencionando las diferentes vías de muerte celular programada, que son 
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mecanismos de protección del organismo frente a los múltiples agentes dañinos.  
La señalización de la apoptosis se ha conservado en la naturaleza, aún los  
nematodos  siguen esta cascada de eventos. Se inicia con una activación que 
puede ser por dos vías, una extrínseca mediada por receptores de muerte y otra 
intrínseca en la que interviene la mitocondria; posteriormente,  coinciden en la 
activación de caspasas que son las responsables de ejecutar la apoptosis [35].  
 
 
Las caspasas son proteasas que tiene un dominio N-terminal, una subunidad larga 
(p20) y una corta (p10); las caspasas inflamatorias son las 1, 4, 5, 11, 12, 13 y 14 
que presentan un dominio de reclutamiento de caspasas CARD; las iniciadoras 
son de dos clases: las que contienen un dominio efector de muerte DED (8 -10), 
las que tienen un CARD (2 - 9) y  las efectoras 3, 9 y 7 que se unen a las 
caspasas iniciadoras para la degradación de los sustratos. Aunque la proteólisis 
es la principal reacción que controla la activación de estas enzimas, también 
existen otros mecanismos como ubiquitinación y fosforilación que intervienen en 
su funcionamiento [35].  
 
 
La vía extrínseca se activa por el factor de muerte trasmembranal TNF (factor de 
necrosis tumoral). La gran familia de TNF abarca cerca de 20 proteínas que 
intervienen en la supervivencia celular. Dentro de los receptores de muerte se 
encuentran TNFR1 (TNF- recetor 1), Fas (Apoptosis antígeno 1) y TRAILR1 (TNF- 
ligando receptor inductor de apoptosis 1). Los linfocitos humanos y las neuronas,  
en el Alzheimer, presentan la misma vía de apoptosis ante el estrés oxidativo 
inducido, que empieza con la unión de Fas-L ligando a su receptor Fas, luego se 
reclutan las proteínas adaptadoras al dominio de muerte intracelular del receptor, 
la proteína que generalmente se agrega es la FADD (dominio de muerte asociado 
a Fas) que contiene un dominio efector de muerte que interacciona con la pro-
caspasa 8 para formar DISC que activa la caspasa  8, y esta ultima impulsa la 
caspasa 3 cuando se desliga de DISC. La diferencia principal entre la vía Fas y 
TNFR1 radica en que la activación de Fas lleva directamente a la apoptosis, 
mientras que el mecanismo TNFR1 puede promover el factor de transcripción NK-
kB (factor nuclear kB) que expresa moléculas de supervivencia neuronal [35]. 
 
 
En la vía intrínseca, la mitocondria juega un papel muy importante porque 
permeabiliza su membrana para la liberación de moléculas proapoptóticas ante 
señales que aun no son bien conocidas; en el caso de las enfermedades 
neurodegenerativas se cree que especies reactivas de oxigeno, exitocinas y 
lípidos y proteínas toxicas pueden estimular este mecanismo. Tras la liberación del 
citocromo c, Smac-DIABLO, omi-HtrA2 (serina proteasa de alta temperatura), 
factor inductor de apoptosis AIF y  la endonucleasa G, el cit-c se une a la proteína 
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Apaf-1 (proteasa) y a la caspasa 9 formando el apoptosoma que activa la caspasa 
efectora 3 [35]. 
 
 
Figura 2.  Vías de apoptosis celular. Este grafico muestra las vías de apoptosis 
descritas. La vía extrínseca ocurre cuando hay un estimulo (endógeno o exógeno) 
del receptor de muerte Fas. La vía intrínseca es la mediada por la mitocondria, la 
cual libera moléculas pro-apoptóticas [53]. 
 
 
 
 

 
 
 
 
4.2.4 El papel de las especies reactivas de oxigeno  (ROS).  La reducción 
parcial del oxigeno lleva a la formación de especies reactivas y  radicales libres 
que se originan en cualquier compartimento celular (complejo mitocondrial, retículo 
endoplasmatico, cloroplasto) como producto del metabolismo. Todas las ROS 
pueden atacar directamente a proteínas, lípidos, carbohidratos y ácidos nucleícos; 
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lo que conduce a un cambio en el potencial de membrana, el reciclado 
mitocondrial y el aumento en el NADPH. Se disminuye la producción de ATP y se 
crean nuevos radicales libres (por xantina oxidasa). Al reducirse la actividad 
glucolítica y la capacidad de la polimerasa para reparar el ADN, se bajan los 
niveles de NAD+, y se altera el estado energético de la célula. En una hora, el 
transporte de Ca+ al exterior se hace menor, afectando al citoesqueleto. También 
se perturba el equilibrio K+/Na+, que causa la pérdida de integridad celular (por 
disfunción metabólica),  daños en citoesqueleto, mutaciones en el ADN y 
apoptosis o necrosis [9, 54].  
 
 
En la formación natural del H2O2, intervienen generalmente enzimas que reducen 
el O2. El peróxido de hidrogeno es un fuerte inductor de apoptosis, por su 
capacidad de permeabilizar la membrana mitocondrial y crear inestabilidad 
genética; se considera que esta molécula es capaz de activar cualquier vía de 
muerte celular [22, 55] . 
 
 
4.2.5 Marcadores Moleculares de la enfermedad de Al zheimer.  Existen algunos 
marcadores plasmáticos para la enfermedad que se relacionan directamente con 
el estrés oxidativo, entre los cuales estan: el aumento de interleucina 6 en 
linfocitos, incremento de proteína C reactiva,  aumento en especies reactivas de 
oxigeno como el peróxido de hidrogeno,  disminución en la concentración de 
antioxidantes como la vitamina C, A, E y carotenoides,  oxidación de lipoproteínas 
y aumento en la concentración de HDL. Las nuevas investigaciones se enfocan 
hacia el tratamiento temprano de la respuesta inflamatoria y oxidativa en el 
Alzheimer, con el fin de prevenir los pasos adyacentes a esta sintomatología, 
como es la formación de la placa amiloidea [52]. 
  
 
4.2.6 Tratamientos en la enfermedad de Alzheimer.  La característica más 
relevante  en el cerebro cuando se padece la EA es la pérdida neuronal 
colinérgica, producto del déficit en acetilcolina; igualmente  otros 
neurotransmisores se afectan como  la serotonina y la noradrenalina. La perdida 
de las neuronas colinergicas se da en proporciones distintas en el cerebro,  siendo 
predominante en los lóbulos temporales;  la patología expone así mismo, un 
aumento  en la actividad de la  acetilcolinesterasa (AChE), lo que genera un 
deterioro en la actividad  colinérgica [17, 31]. 
 
 
Existen varias clases de tratamientos  como son: drogas que modifican los 
cambios estructurales disminuyendo la concentración de la proteína amiloide; 
compuestos que controlan mecanismos hormonales; moléculas que controlan la 
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inflamación, partiendo del hecho de que la respuesta inflamatoria es necesaria en 
el metabolismo de la placa amiloide. No obstante, los tratamientos más 
importantes son los que modulan los sistemas neurotransmisores, especialmente 
la síntesis de acetilcolina (ACh). La ACh se forma a partir de la acetil-CoA 
presente en la mitocondria y la colina celular. La ACh es encerrada en vesículas y 
posteriormente se transfiere a la membrana neuronal,  cuando termina la sinapsis 
en la despolarización, es liberada al medio sináptico para activar el receptor 
colinérgico postsináptico. Los medicamentos modulan este mecanismo mediante 
la inhibición de la acetilcolinesterasa (AChE), que descompone el neurotransmisor 
en acetato y colina. La Tacrina, el Donepecilo, lrivastigmina y la Galantamina, 
inhiben la acetilcolinesterasa y de esta forma ayudan a elevar los niveles de acetil 
colina en las neuronas, lo que estimula a los receptores nicotínicos y 
muscarínicos, que mejoran la cognición [18]. 
 
 
En condiciones normales existen enzimas que protegen a la célula frente a los 
radicales libres, como la superóxido dismutasa, las catalasas y el glutatión S 
transferasa. Actualmente, se está probando el uso de antioxidantes como la 
vitamina E y la selegilina en el Alzheimer; sin embargo, existe una gran 
controversia sobre si los  compuestos que pueden controlar el estrés oxidativo 
logren, además, generar cambios metabólicos que conduzcan a la 
neurodegeneración. Estudios recientes, tratan de establecer si la Galantamina, 
además de ser un colinérgico, presenta una capacidad antioxidante, lo cual 
potencializaría su uso hacia otras patologías que muestren un aumento del estrés 
oxidativo [18]. 
 
 
4.2.7 Mecanismos antioxidantes de los inhibidores d e Acetil Colinesterasa.  
La inflamación es una respuesta localizada del sistema inmune hacia daños o 
lesiones tisulares que ayuda a reducir, destruir o inhibir el agente nocivo; cuando 
el tejido no es capaz de superar los efectos adversos se genera una inflamación 
crónica que acaba por atenuar el daño, en todas las enfermedades 
neurodegenerativas y autoinmunes, este patrón de inflamación crónica esporádica 
se mantiene. En el Alzheimer, cambios en la respuesta inflamatoria celular genera 
activación neuronal mediada por las células gliales para la producción de la 
proteína amiloidea; se cree que la activación de la microglía y astrocitos se 
encuentra sujeta  a  la liberación de radicales libres, de oxido nítrico y enzimas 
proteolíticas, al medio extracelular [56]. 
 
 
Los linfocitos presentan un sistema colinérgico no neuronal, la acetilcolina 
sintetizada por los linfocitos modula la vía colinérgica y nicotínica en las neuronas, 
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se relaciona con la activación celular y funciona como un antiinflamatorio 
promoviendo la entrada de calcio a la célula [56].  
 
 
Los inhibidores de acetil colinesterasa, como Galantamina, actúan a nivel de 
neuronas y células sanguíneas; se ha reportado que algunos de estos fármacos, 
en ensayos in vitro,  pueden inhibir la proliferación en linfocitos; sin embargo, se 
cree que el mantener los niveles de la acetilcolina en la célula, activa la expresión 
de antígenos lo que produciría su capacidad antiapoptótica. Este neurotransmisor 
igualmente modula la expresión de factor-kappa B NF-kB, que es ampliamente 
utilizado por las células eucariotas como regulador de los genes que controlan la 
proliferación celular y la supervivencia celular. Por otro lado, la inhibición de la 
enzima acetilcolinesterasa disminuye la producción de citocinas, controlando la 
segregación de moléculas de inflamación  [56]. 
 
 
Figura 3.  Estructura de la Galantamina [57].  
 
 

 
La Galantamina (C17H21NO3), presenta una masa molar 287.354 9/moles,  un pKa: 8,2 y una 
biodisponibilidad del 80%. Es un  alcaloide terciario, que actúa como un inhibidor selectivo, 
competitivo y reversible de la acetilcolinesterasa. 
 
 
La Galantamina es un alcaloide  terciario, que se aisló en 1952 del bulbo de 
Galanthus woronowii.  Debido a su efecto anticolinesterásico, fue usada al 
comienzo como anestésico general. Posteriormente, fue aislada de otras plantas 
de la  familia Amerylleacea y hoy en día, se obtiene mediante síntesis de 
laboratorio. La Galantamina, en su forma comercial Reminyl, es de origen 
sintético, es totalmente soluble en agua a pH=6,   es ligeramente lipofilica, con una 
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biodisponibilidad del 80%, el porcentaje de unión a proteínas es del 18%, es 
metabolizada por el citocromo P450 y posee una vida media de 7 horas [58]. 
 
 
4.3 LINFOCITOS COMO MODELO BIOLOGÍCO. 
 
 
El uso de linfocitos humanos como modelo para evaluación citotóxica se debe  a la 
facultad de mostrar de forma cuantificable los cambios generados  por la 
exposición al xenobiótico. La gran capacidad de predicción de los  efectos agudos 
inducidos por un agente externo, en condiciones “in vitro”, hace a este modelo 
biológico ideal  en la evaluación y producción de medicamentos.  
 
 
 Así mismo, es conveniente el manejo de esta población celular por la estrecha 
similitud celular y bioquímica entre linfocitos y neuronas. Son células postmitóticas 
en fase Go, comparten vías moleculares que se creían eran únicas de las 
neuronas, como son los sistemas: dopaminérgico, serotonérgico, acetilcolinérgico, 
glutamaérgico, noradrenérgico, gabaérgico, señalización de calcio, transporte y 
almacenamiento del hierro, señalización de muerte y supervivencia [46]. 
 
 
Por otro lado, la respuesta inflamatoria mediada por los linfocitos, se define como 
la interacción de mecanismos complejos que se originan para la neutralización de 
patógenos, reparar los tejidos  e incitar la curación de lesiones; se caracteriza por 
el aumento en la concentración de proteínas en la fase aguda y la segregación de 
citocinas proinflamatorias. De la misma forma, el sistema nervioso es capaz de 
liberar citocinas como ruta moduladora de la inflamación. La comunicación entre 
estos dos sistemas se puede hacer mediante tres formas: la vagal, la simpática y 
la colinérgica. Esta última vía, como se expuso anteriormente, es la que se ve 
afectada en la enfermedad de Alzheimer. Las concentraciones de acetil colina, son 
las que dirigen la respuesta entre las células que liberan las citocinas (linfocitos) y 
las neuronas, los receptores nicotínicos y muscarínicos, en las células cerebrales, 
reciben la señal inflamatoria y ordenan la inhibición de la inflamación. En los 
estados finales del Alzheimer, se incrementa la inflamación cerebral y la respuesta 
neuroendocrinoinmunologíca se torna deficiente [2]. 
 
 
Por último, la vía extrínseca de apoptosis se activa esencialmente en situaciones 
patológicas en las que la inflamación es sobresaliente, tanto en linfocitos como en 
neuronas, generando un desequilibrio en la permeabilidad de la membrana 
mitocondrial. Por tal razón, en este momento, se están valorando fármacos 
dirigidos a esta ruta de muerte celular. En este sentido, la evaluación de la 
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Galantamina en linfocitos humanos  significaría un acercamiento al mecanismo 
molecular del medicamento, e indicaría si este medicamento es capaz de ayudar a 
la supervivencia neuronal interactuando con el mecanismo extrínseco de 
apoptosis [18].  
 
 
4.4 ENSAYOS PARA DETERMINAR EL EFECTO CITOTOXICO Y PROTECTOR 
DE LA GALANTAMINA.  
 
 
El ensayo in vitro presenta varias ventajas como el control interno  de variables, el 
tiempo de duración y la capacidad de reproducción, con lo cual se puede inferir de 
forma clara y cuantificable el efecto de la variable independiente en el estudio. Las 
pruebas citotóxicas pertenecen a esta clase de ensayos, con la capacidad de 
determinar, a través de cambios en los mecanismos celulares establecidos, los 
efectos de interferencia en la estructura y/o  función celular, como la integridad de 
la membrana, estados del metabolismo, regulación iónica y división celular [59]. 
  
 
Según Arrebola, D. y colaboradores, en el año 2005, “La citotoxicidad celular se 
define como una alteración de las funciones celulares básicas que conlleva a que 
se produzca un daño que pueda ser detectado. A partir de aquí, diferentes autores 
han desarrollado baterías de pruebas in vitro para predecir los efectos tóxicos de 
las drogas y los compuestos químicos, utilizando como modelos experimentales 
cultivos primarios y órganos aislados como líneas celulares establecidas” [59]. 
Dentro de los ensayos más utilizados y validados se encuentran las pruebas de 
índice mitótico y viabilidad celular con azul de trypan. La evaluación de estos 
biomarcadores permiten la fácil detección de células en mitosis y muertas, 
respectivamente, permitiendo de esta manera  la valoración del efecto del 
exógeno en la reproducción y supervivencia  celular. 
 
 
La prueba de IM se ha establecido como un biomarcador de citotoxicidad. Este 
ensayo logra proporcionar  información acerca de compuestos con actividad 
citotóxica o “citostática”, los cuales pueden  bloquear el ciclo de división celular a 
través de daños a la célula o al material genético [60]. Aquellas sustancias que son 
capaces de bloquear el ensamble de fibras del huso, pueden disminuir el número de 
mitosis en el ensayo  y así evidenciar la acción del químico.  
 
 
El IM es la proporción o porcentaje de células que se hallan en división celular. Se 
calcula dividiendo el número de células en mitosis entre el total de células 
analizadas. En este sentido, si la sustancia a evaluar presenta un efecto 
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bloqueador pre mitótico, disminuirá el IM de las células considerablemente, 
respecto al grupo control (tratado con el solvente puro). En el caso contrario 
(bloqueador en mitosis), se incrementará el número de mitosis proporcionalmente 
a la concentración. 
 
 
La prueba de viabilidad celular con azul de trypan, muestra daños  de membrana 
celular,  ante la acción de un agente citotóxico. En este sentido, el ensayo permite 
identificar la proporción de células en mitosis ocasionadas por el agente. Las 
variaciones en el porcentaje de viabilidad celular hacen referencia a un deterioro 
de la permeabilidad membranal que genera la muerte celular. “Bajo dicha 
perspectiva, el parámetro de evaluación de viabilidad celular confirma la 
probabilidad que tiene una población celular de reparar un daño y/o sobrevivir con 
él” [10]. 
 
 

Numerosos estudios han utilizado el peróxido de Hidrogeno como inductor de 
muerte celular [8, 46] (que se puede determinar mediante la prueba de viabilidad 
celular) dada la capacidad de pasar a través de la membrana celular y generar 
especies reactivas de oxigeno muy dañinas, como los Hidroxilos. En condiciones 
normales, la célula genera peróxido a través de la reducción del oxigeno (2 e- +  02 

+ 2 H+ 
↦ H2O2),  con el fin de desactivar algunos radicales; por ejemplo, la 

superoxido dismutasa es capaz de neutralizar el superoxido con la siguiente 
reacción:    2 0-

2 + 2 H+ 
↦ H2O2 + O2 . Sin embargo, cuando se presenta el 

desequilibrio entre ROS y antioxidantes, el peróxido comienza a interactuar con 
lípidos de membrana y macromoléculas como el ADN, desencadenando los 
procesos apoptóticos [61].  
 
 
En el 2010, Sarmiento, B. y M. Torres [10], determinaron, en el  laboratorio de 
Toxicología genética y Citogenetica de la Universidad del Cauca, que el H2O2, a 
una concentración de 1µM, induce apoptosis al 80% de los linfocitos humanos 
cultivados in vitro. Partiendo de esta concentración estandarizada, la prueba de 
viabilidad celular con azul de Trypan, representa una medida indirecta de muerte 
celular programada, ya que este ensayo permite la discriminación entre células 
muertas y vivas, después de un tratamiento. En esta prueba de exclusión, el 
colorante, que es un coloide,  se introduce en el interior de las células que 
presentan roturas en la membrana [31],  las células que se encuentran en 
apoptosis o necrosis se colorean de azul y las viables permanecen intactas. En 
consecuencia, si una sustancia (eje. Galantamina) inhibe el efecto apoptótico del 
H2O2, el porcentaje de células muertas debe disminuir con respecto a las no 
tratadas con el compuesto. 
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5. HIPÓTESIS 
 
 
Si la exposición a Galantamina a diferentes concentraciones   (alta, media, y baja) 
presenta actividad protectora frente al daño oxidativo inducido con H202, en 
linfocitos humanos cultivados in vitro, se espera que el porcentaje de  viabilidad 
celular de las células tratadas con Galantamina antes, durante y después del 
tratamiento con H202, sea mayor frente a las células no tratadas, de lo contrario el 
porcentaje de viabilidad celular será igual o incluso menor a los no tratadas. 
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6. OBJETIVOS 
 

 
Determinar el efecto citotoxico y protector de la Galantamina frente a daño 
oxidativo inducido con H202, en linfocitos humanos cultivados in vitro, mediante las 
pruebas de Índice Mitótico y viabilidad celular con azul de Trypan respectivamente. 
 
 
6.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 
 
 
 
Identificar el efecto citotóxico de la Galantamina mediante la prueba de índice 
mitótico, en linfocitos humanos cultivados in vitro. 
 
 
Determinar el efecto antioxidante de la Galantamina mediante las prueba de 
viabilidad celular con azul de Trypan y microscopia óptica. 
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7. METODOLOGÍA 
 

 
En este trabajo se evaluó la capacidad protectora de la Galantamina frente al daño 
oxidativo  inducido con H202, en linfocitos humanos cultivados in vitro. El estudio 
determinó el efecto citotóxico de la Galantamina mediante las pruebas de Índice 
Mitótico y se valoró el efecto combinado del H202 (inductor del daño celular) y de la  
Galantamina (protector contra el daño) mediante la prueba de Viabilidad Celular, 
con Azul de Trypan.  
 
 
Es un estudio  experimental, in vitro, de clase comparativo o prueba de hipótesis 
(asociación causa-efecto). Se empleo un diseño con bloques aleatorizados. El 
bloque es cada experimento el cual se repitió al menos tres veces, en semanas 
consecutivas y distintas. Dentro de cada experimento (bloque) se aplicaron los 
tratamientos por duplicado. 
 
 
 
7.1 EFECTO CITOTÓXICO DE LA GALANTAMINA .  
 
 
El efecto citotóxico de la Galantamina, se determinó mediante la prueba de Índice 
Mitótico  (IM) [62], con el fin de establecer las concentraciones: alta, media y baja 
del compuesto, que fueron utilizadas en la prueba de viabilidad celular, con azul 
de Trypan [61]. Las concentraciones experimentales se encontraron a partir de 
una dilución seriada, usando un factor de ½.  Se inició con 5 ml de una solución 
acuosa  de la Galantamina 4000 µM, de la cual se tomaron 2.5 ml y se completó 
con  2.5 ml de H2O destilada, para obtener 5 ml de una segunda mezcla que 
presenta la mitad de la concentración que la original. Repitiendo el anterior 
procedimiento, se realizaron siete soluciones más, con concentraciones de 4000; 
2000; 1000; 500; 250; 125; 62.5; 31.2; µM. Los cultivos de linfocitos se trataron 
con 0.1 ml de cada una de las ocho soluciones de trabajo, con concentraciones 
finales en el medio de 80; 40; 20; 10; 5; 2.5; 1.25; 0.625 µM. Las ocho soluciones 
de trabajo se evaluaron en linfocitos humanos cultivados in vitro [62]. 
 
 
7.1.1 Siembra de linfocitos humanos para la prueba de Índice Mitótico.  Se 
tomaron 15 ml de sangre periférica por venopunción, con jeringas heparinizadas, 
de un donador de sexo femenino, saludable de 21 años de edad, que no consume 
drogas psicoactivas, no fuma y no consume bebidas alcohólicas, frecuentemente. 
La siembra de los linfocitos humanos se realizó en cámara de flujo laminar, 
manteniendo todas las normas de esterilidad, utilizando tubos falcón de 15ml, con 
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4,5 ml de medio RPMI 1640 pH a 7.2 0.2 (R-8758 Sigma), suplementado con 
Suero Bovino Fetal al 10% (16000-044 Invitrogen), Penecilina-Streptomocina al 
1% (A-5955 Sigma), Fitohemaglutinina al 2%, L-glutamina  al 1% (G-3126 Sigma)  
y  0,5ml de sangre periférica. El volumen final del cultivo fue de 5 ml y se incubó  a 
37 °C, en atmosfera húmeda, durante 48 horas. 
 
 
7.1.2 Cosecha de linfocitos humanos.  A las 48 horas después de iniciado el 
cultivo, la muestra se centrifugó a 1000 rpm durante 5 minutos, se removió el 
sobrenadante cuidando de no dañar el botón y se suspendió suavemente. Al 
precipitado celular se le agregó 6 ml de solución hipotónica (KCL 0.075M) y se 
dejó incubar durante 30 minutos a 37°C, transcurrid o este tiempo, se agregó 2 ml 
de fijador Carnoy (3 metanol: 1 acido acético), luego se centrifugó a 1000 rpm 
durante 5 minutos y se eliminó el sobrenadante. A continuación,  se adicionó 5 ml 
de fijador y se refrigeraron los cultivos durante 20 minutos, una vez descartado el 
sobrenadante se repitió el proceso de fijación dos veces más. Después de la 
tercera fijación, se gotearon las placas y el extendido celular se dejó secar en la 
plancha a 65°C. Pasados 3 días, se hizo la tinción con Giemsa al 10%. 
Finalmente, se leyó (en el microscopio óptico) las preparaciones citogenéticas 
para la determinación del Índice Mitótico (IM). 
 
 
7.2 PRUEBA DE VIABILIDAD CELULAR CON AZUL DE TRYPAN . 
 
 
Para determinar la viabilidad celular de los linfocitos humanos, inducidos a 
apoptosis con peróxido de hidrogeno, se utilizó la prueba de exclusión de azul de 
Trypan [61].  
 
 
7.2.1 Extracción y siembra de células mononucleares . Manteniendo las 
condiciones de esterilidad en cámara de flujo laminar (Flo-w 120v), se adicionaron  
7 ml  de histopaque (sigma 107-1) a un tubo Falcon de 15ml. Acontinuación, se 
agregaron suavemente 7 ml de sangre periférica (extraída por venopunción) y se 
centrifugó la mezcla a 2600 rpm por 30 minutos (Sorvall Deutont mod. T600). 
Utilizando una  pipeta pasteur (Fisher13-678-6C), se extrajo la capa de células 
mononucleares (linfocitos y monocitos),  que están ubicadas entre el plasma 
sanguíneo y el histopaque. El preparado celular se transfirió a un  tubo Falcon de 
15 ml, que contenía previamente 7 ml de PBS (Sigma P3813) estéril y 
nuevamente se centrifugó, a 1200 rpm por 12 minutos. 
 
Posteriormente se descartó el sobrenadante y se realizó  otro lavado empleando 
3,5 ml de PBS (con iguales condiciones de centrifugación).  Se tomó 10 µl del 
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precipitado celular  y se mezcló con 10 µl de azul de Trypan (Sigma T 6146). La 
suspensión se llevó  al hemocitómetro para el recuento de células viables (claras) 
y células muertas (azules) (el porcentaje de viabilidad celular fue  mayor al 95%).  
 
 
El volumen antes calculado, que generalmente se encontraba entre 7 y 10 µl y 
contenía 150000 células/ microlitro, se transfirió  a un ependorf de 2 ml (GIBCO 
LC1010), se complementó  con 0,48 ml (485 µl) de medio RPMI 1640 y finalmente 
se agregaron 15 µl de PHA (Sigma L8754-56; concentración final en el medio 2%), 
para obtener un volumen final de 0,5 ml (500 µl) por cada microcultivo.   
 
 
7.3 Tratamientos.  El tratamiento de los cultivos, una vez sembrados los linfocitos, 
fue en cámara de flujo laminar, manteniendo las condiciones de esterilidad. Se 
adicionó a cada microcultivo de 500 µl, un volumen de 10 µl de las 
concentraciones: alta, media, baja  de la Galantamina y de los controles negativo y 
positivo (agua estéril y H202 respectivamente). Se sometieron a evaluación tres 
modalidades de tratamiento, así: 
 
 
7.3.1 Pre-tratamiento con Galantamina.  A las 24 horas después de la siembra, 
los cultivos se trataron  con las concentraciones alta, media y baja de la  
Galantamina y el control negativo con agua estéril. 24 horas después del 
tratamiento con Galantamina, se indujo a daño celular (muerte por apoptosis) con 
H202 1 µM; la cosecha se realizó 72 horas después de la siembra. 
 
 
7.3.2 Tratamiento simultaneo con Galantamina y H 202. El tratamiento 
simultaneo con las concentraciones alta, media y baja de Galantamina, el control 
negativo  y el H202 (1 µM), fue a las 48 horas después de la siembra. 
 
 
7.3.3 Post-tratamiento con Galantamina.  El H202 (1 µM) se aplicó a las 48 horas 
después de la siembra. Las concentraciones alta, media y baja de Galantamina, 
junto al control negativo,  se agregaron después de 8 horas de haber tratado los 
cultivos con  el inductor del daño (H202), es decir a las 56 horas después de la 
siembra.  
 
 
7.3.4. Cosecha del cultivo celular.  Transcurridas  72 horas después de la 
siembra, los microcultivos se centrifugaron a 1200 rpm por 12 minutos en 
microcentrifuga (Centrifuge 5415D para eppendorf);  se descartó el sobrenadante 
y se adicionó, a cada microcultivo, 400 µl de medio simple [62]. De cada 
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suspensión celular final,  se extrajo 10 µl de solución y se mezcló con 10 µl  de 
azul de Trypan al 4% (Sigma T 6146). La viabilidad celular se  leyó empleando el 
hemocitómetro (o cámara de recuento celular Neubeauer) y el microscopio óptico 
(NIKON Y-S2-T2), con el objetivo 40X. 
 
 
Para la lectura del IM y  de viabilidad celular se realizo previa codificación de las 
placas (ciego), con el fin de evitar sesgos en el análisis.  
 
 
7.4  ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 
 
Como los datos del Índice Mitótico (%) y de viabilidad celular,  se ajustaron a  la 
distribución normal (Kolmogorov-Smirnov: p>0,15), la comparación de los 
promedios de IM, entre los cinco tratamientos, se hizo mediante la prueba 
paramétricas Análisis de Varianza Factorial (Anova), que permite, además   
determinar si existe una interacción entre los tratamientos(concentraciones de 
Galantamina) y los diferentes tiempos (pre-tratamiento, simultaneo y pos-
tratamiento) en que se hicieron las repeticiones. Igualmente, se evaluó el tipo de 
asociación entre cada uno de los biomarcadores del estudio (índice mitótico  y  
viabilidad celular), y las concentraciones reales  de la Galantamina,  utilizando el 
análisis de correlación de Pearson y curva de mejor ajuste.  
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8. RESULTADOS 
 
 

8.1 SELECCIÓN DE LAS CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES  DE LA 
GALANTAMINA. 
 
 
Para identificar las tres concentraciones (alta, media y baja) de Galantamina 
empleadas en el ensayo de citotoxicidad, se efectuó un ensayo preliminar de 
Índice Mitótico,  utilizando  ocho concentraciones del compuesto: 80 µM; 40 µM; 
20 µM; 10 µM; 5 µM; 2.5 µM; 1.25 µM y  0.625 µM (concentraciones finales en el 
medio).  
 
 
Mediante la prueba no parametrica de Spearman, se identificó una asociación 
negativa no lineal, significativa estadisticamente (p=0,08). Mediante el análisis de 
curva de mejor ajuste, se logró identificar que la asociación es de tipo cuadrática,  
que se describe con la ecuación: 
 
 
IM (%) = 0,574 - 0,0036 (µM Galamtamina) + 0,0001 (µM Galamtamina) 2 
 
 
El coeficiente de determinación (R=0,085), permite concluir que el porcentaje de 
viabilidad celular depende en un 86% de la variación en la concentración de 
Galantamina. 
 
 
A través de este análisis, se estableció una asociación lineal negativa entre el IM y 
las seis concentraciones más bajas de Galantamina  (20 µM; 10 µM; 5 µM; 2.5 µM; 
1.25 µM y  0.625 µM) (ver figura 4), entre las cuales se escogieron las tres 
concentraciones: alta, media y baja (20 µM; 2.5 µM y 0.625 µM), cumpliendo con 
el siguiente criterio: la  concentración alta disminuye el IM en un 80% respecto al 
control negativo, la concentración media reduce el IM en un 50% respecto al 
control negativo, y en la concentración baja, el IM es semejante al control 
negativo. 
 
 
 
 
 
Figura 4 .  Efecto de la Galantamina sobre el  promedio de IM en linfocitos 
humanos de sangre periférica. 
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Se estableció una asociación lineal negativa entre el IM y las seis concentraciones más bajas de 
Galantamina  (20 µM; 10 µM; 5 µM; 2.5 µM; 1.25 µM y  0.625 µM), entre las cuales se escogieron 
las tres concentraciones: alta, media y baja (20 µM; 2.5 µM y 0.625 µM). 
 
 
 
 
8.2  ÍNDICE MITOTÍCO. 
 
 
En la tabla 1 se reportan  los promedios de IM registrados en  n repeticiones del 
experimento, junto a las medidas de variabilidad, de cada uno de los tratamientos 
(control negativo, control positivo y concentraciones de  Galantamina), que fueron 
utilizados en la prueba de viabilidad celular.  
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Tabla 1.  Efecto de  la Galantamina sobre el Porcentaje promedio de IM, en linfocitos 
humanos de sangre periférica, n= 4.  
 
 

Concentraciones de 
Galanatamina 

Modalidades de tratamiento con Galantamina 
 

Pre tratamiento      Simultaneo    Pos tratamiento  

 
Total 

Control (H2O ó 0 µM) 
Baja (20 µM) 

Media (2,5 µM) 
Alta (0,625 µM) 

Peróxido (100 mM) 

      92 ± 0,01*         91 ± 0,008*      90 ± 0,02*           
      86 ± 0,03*         85 ± 0,006*      83 ± 0,03* 
      73 ± 0,02*         74 ± 0,03*        74 ± 0,001* 
      64 ± 0,04           59 ± 0,04         54 ± 0,02 
     59 ± 0,09          63 ± 0,08         60 ± 0,07 

  90 ± 0,01(8) * 
  84 ± 0,02(8) * 

                 74 ± 0,01(8) * 
                  59 ± 0,3(8) 
                  61 ± 0,8(8) 

P=<0,001         0,000               0,000               0,000 0,000 

P= 
Valor de significancia entre las tres 

modalidades de tratamiento 

>0,001 0,731 

 
n = Tamaño de muestra (repeticiones). 2000 células analizadas por repetición.  
* Concentraciones de Galantamina para las cuales el IM difiere significativamente respecto al 
control positivo, determinado mediante la prueba HDS de Tukey para varianzas homogéneas. 
p = Nivel de significancia calculado mediante la prueba Anova. 
 
 
 

Los datos de IM (%) se ajustan a la distribución normal  (Kolmogorov-Smirov: p= 
0,15). Por lo tanto, el análisis comparativo de prueba de hipótesis, se hizo 
mediante el análisis de varianzas, complementado con la prueba HDS de Tukey 
para varianzas homogéneas. 
 
 
Se identificó diferencia significativa estadísticamente (p=0,03), entre los promedios 
de IM de los distintos tratamientos  (dosis alta, media, baja de Galantamina, 
control negativo y positivo). 
 
 
Mediante  la prueba de comparaciones múltiples  HSD de Tukey para varianzas 
homogéneas, se logro establecer que: 
 
 
Las concentraciones de Galantamina, cuyos promedios de IM difieren 
significativamente del promedio de Índice Mitotico del control negativo (Agua), 
fueron: la concentración alta (20 µM) con  un IM de 2%±0,01% y, la concentración 
media (2,5 µM), con un IM de 4%±0,02% (p = 0,01 y p = 0,02, respectivamente).  En 
consecuencia, se concluye que la concentración alta y media de Galantamina, 
presentan un efecto citotoxico, que reduce el índice Mitótico alrededor de un 60% y un 
20% respectivamente, respecto al control negativo (agua); (ver figura 5). 
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La concentración baja de Galantamina (0,62 µM), no difiere significativamente (p = 
0,57), del control negativo. Sin embargo,  respecto al control positivo, se encontró una 
diferencia significativa  (p = 0,012), por lo tanto, se concluye que la concentración baja 
de Galantamina no presenta efecto citotóxico como se observa en la figura 5. 
 
 
Figura 5.  Efecto de la Galantamina sobre el promedio de IM, en linfocitos humanos de 
sangre periférica. 
 

 
Las concentraciones de Galantamina, cuyos promedios de IM difieren del promedio de Índice 
Mitotico del control negativo (Agua), fueron: la concentración alta (20 µM) con  un IM de 2%±0,01% 
y, la concentración media (2,5 µM), con un IM de 4%±0,02%.  
 
8.3  ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR. 
 
 
 En la  tabla 2 se muestran los porcentajes promedios de viabilidad celular, con 
sus respectivas medidas de variabilidad, de cada uno de los tratamientos (control 
negativo, control positivo y concentraciones de la Galantamina), que se 
determinaron mediante  n repeticiones del experimento. 
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Tabla 2.  Efecto de  la Galantamina sobre el Porcentaje de viabilidad celular, en linfocitos 
humanos de sangre periférica, n= 8. 
 
 

Concentraciones Galantamina  Promedio de  
Viabilidad celular (%) ± Error 

Estándar (n)  
Control (H2O ó 0 µM) 

Baja (20 µM) 
Media (2,5 µM) 
Alta (0,625 µM) 

Peróxido (100 mM) 

90 ± 0,01(8) 
84± 0,02(8) * 
74±0,01(8) * 
59± 0,3(8) 
61± 0,8(8) 

P<0,001   
 
n = Tamaño de muestra (repeticiones). 2000 células analizadas por repetición.  
* Concentraciones de Galantamina para las cuales el porcentaje de viabilidad celular difiere significativamente 
respecto al inductor de daño celular (100mM), determinado mediante la prueba de HSD de Tukey para 
varianzas homogéneas. 
p = Nivel de significancia calculado mediante la prueba Anova. 

 
 
Los datos registrados en el ensayo de viabilidad celular, se ajustan a la 
distribución normal (kolmogorov-smirov p=0,5), por lo tanto el análisis comparativo 
o prueba de hipótesis se realizó mediante análisis de varianzas. 
 
 
Mediante la prueba Anova Factorial se identificó una diferencia significativa 
estadísticamente  (p=0,00),   entre los cuatro tratamientos; pero no se encontró  
diferencia significativa (p=0,726), entre los tiempos de tratamiento (Pretratamiento, 
simultaneo y Postratamiento). 
 
 
Mediante la prueba de comparaciones múltiples  HSD de Tukey, para varianzas 
homogéneas, se estableció que: 
 
 
Los tratamientos que difieren significativamente (p=0.00, p=0,00), del inductor de 
daño celular son: las concentraciones baja (0,06 µM) y media (2,5 µM), cuyos 
porcentajes de viabilidad celular son del  84% y 74% respectivamente. En estas 
concentraciones, los porcentajes de viabilidad celular son significativamente 
mayores que el observado en el tratamiento con  peróxido de hidrogeno. Lo que 
significa que las concentraciones baja y media de Galantamina, presentan un 
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efecto protector al disminuir la citotóxicidad del peróxido de hidrogeno en un 23% y 
12%, respectivamente. 
 
 
La viabilidad celular (59%) correspondiente a la concentración alta de Galantamina 
(20 µM), no difiere significativamente (p=0,59),  del porcentaje de viabilidad del 
inductor de daño celular (H202 100 mM); por lo cual, se concluye que la dosis alta 
del alcaloide no presenta un efecto protector frente a daño celular inducido con el 
peróxido de hidrogeno.  
 
 
Mediante la prueba de asociación de Pearson, se identificó una relación lineal 
negativa (p=0,014), mostrando un efecto dosis-respuesta; en el cual, un aumento 
en la concentración de Galantamina disminuye la viabilidad celular de los 
linfocitos. 
 
 
En la figura 6 se muestra la curva de mejor ajuste, significativa estadísticamente 
(p=0,00), que describe la relación cuadrática entre la concentración de 
Galantamina y el porcentaje de viabilidad celular. 
 
 
La relación de tipo cuadrática de las concentraciones de Galantamina se describe 
con la ecuación:  
 
 
IM (%) = 0,04 + 0,049 (µM Galamtamina) + 0,0002 (µM Galamtamina) 2 
 
 
El coeficiente de determinación (R=0,82), permite concluir que el porcentaje de 
viabilidad celular depende en un 82% de la variación en la concentración de 
Galantamina. 
 
 
Figura 6.  Efecto de la concentración alta, media y baja de Galantamina sobre el 
porcentaje de viabilidad celular en linfocitos humanos de sangre periférica.  
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En la figura se muestra la curva de mejor ajuste, significativa estadísticamente (p=0,00), que 
describe la relación cuadrática entre la concentración de Galantamina y el porcentaje de viabilidad 
celular. La dosis alta de Galantamina difiere significativamente con respecto al control negativo 
(agua). 
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9. DISCUSIÓN 
 
 

9.1 CITOTOXICIDAD DE LA GALANTAMINA. 
 
 
La prueba de Indice Mitótico, muestra que la concentración alta (20 µM) de 
Galanatamina  presenta el mayor efecto citotóxico con respecto a los otros dos 
tratamientos. Esta capacidad citotoxica se puede relacionar con los grupos 
hidroxilos libres presentes en los anillos aromáticos de la Galantamina, los cuales, 
en concentraciones elevadas, pueden generar un daño celular al interactuar con 
macromoléculas como proteínas, lípidos y ácidos nucleído [35]. 
 
  
9.1.1 Efecto dosis-respuesta de la Galantamina.  El ensayo citotóxico  evidenció 
una asociación negativa entre el IM  y las  concentraciones de Galantamina (20 
µM; 2.5 µM y 0.625 µM), lo que significa que el índice mitótico disminuye con el 
aumento de la concentración del alcaloide. 
 
 
McNultya, J. y colaboradores, en el año 2009 [63],  al evaluar la citotoxicidad de 
los alcaloides representativos de la familia Amarillidacea (Galantamina, licorina y 
crinamina)  en células Jurkat, encontraron que las concentraciones de 
Galantamina, entre 2 y 5 µM, presentaban un porcentaje de apoptosis del 76 y 
90% respectivamente. Los autores aseguran que existe una quimio-selectividad  
entre el anillo que tiene el  grupo hidroxi-alilico con macromoléculas funcionales; 
se cree que esta capacidad de inducir muerte celular  en células cancerígenas de 
mamíferos, se debe a la activación de la caspasa 3 [64], lo cual se considera una 
propiedad de los alcaloides pertenecientes a esta familia. Jiménez y 
colaboradores, en el año 1976, proponen que la inhibición de la división celular 
corresponde a la facultad de inhibir la síntesis de ARN y proteínas [65, 66]. 
Igualmente, Li, W. en el año 2009, sugiere una relación entre el  aumento de la 
sobrevivencia en ratas con cáncer linfático y el tratamiento con inhibidores de 
acetil colinesterasa, como la Galantamina, ya que son capaces de bloquear 
receptores aniónicos colinérgicos en células inmunes, lo cual puede influir 
indirectamente en la liberación de interleucinas (III IL-3) responsables de la señal 
de sobrevivencia en linfocitos [67]. 
  
   
Husson, publicó en el año 1995 [68], que el extracto  de Haemanthus albiflos 
(especie perteneciente a la familia Amarilliacea), en una concentración de 0,02 µM    
reduce en un 20%  el IM, en células linfoides.  
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El estudio de efecto de las concentraciones celulares y moleculares de los 
inhibidores de acetil colinesterasa, como la Galantamina,  mostró una supresión 
en la proliferación de linfocitos y en la expresión de moléculas inflamatorias. Los 
resultados sugieren que los inhibidores de acetil colinesterasa acrecientan la 
concentración extracelular de acetil colina disminuyendo el estrés oxidativo e 
inhiben señales in vitro de proliferación [69]. La fitohemaglutinina, mitogeno que 
activa los linfocitos T, incrementa la expresión de ARNm que expresa colina. Los 
inhibidores de acetil colinesterasa, como la Galantamina, igualmente contribuyen 
al aumento de la cantidad de  colina, lo que significa que, en ensayos in vitro, esta 
interacción (aumento de la concentración extracelular de colina) puede generar 
efectos tóxicos en la célula, como liberación de citocinas [70]. 
 
 
El efecto dosis-respuesta dependiente, puede hacer referencia a una capacidad 
protectora de la Galantamina que involucra un arresto del ciclo celular en la fase 
S, como mecanismos de protección de expresión génica desfavorable o al 
aumento en la concentración de hidroxilos libres y colina, que causan daños que 
pueden detener el ciclo celular. 
 
 
9.1.2  Efecto de la Galantamina sobre el índice Mit ótico . La concentración alta 
de la Galantamina (20 µM), disminuyó en un 60% el IM respecto del control 
negativo, lo que evidencia un daño pre mitótico, que puede presentarse en las 
fases  G0 a G1, ó en la fase de síntesis. 
 
 
La dosis alta fue  la concentración con mayor efecto citotóxico,  al reducir el índice 
mitótico y presentar un porcentaje de viabilidad celular cercano al 65%,  semejante 
al registrado para el control positivo (H2O2 1µM), demostrando un bloqueo 
premitótico del ciclo celular, posiblemente por muerte celular programada. Este 
comportamiento en la viabilidad celular, puede hacer referencia a una vía de 
muerte inducida como respuesta al daño celular [53]. 
 
 
9.1.3. Peróxido de hidrogeno como inductor de daño celular .  En condiciones 
celulares normales, el oxigeno se encuentra en su forma más estable 02, la cual es 
poco reactiva, con una velocidad de reacción baja a temperatura fisiológica. Sin 
embargo, cuando ocurre un desequilibrio entre las concentraciones de moléculas 
pro-oxidantes y  de antioxidantes, se genera un daño celular, que es el resultado 
de la interacción de macromoléculas como el ADN, con  especies químicas de 
oxigeno que presentan un electrón desapareado y una configuración espacial de 
alta inestabilidad [71]. 
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 El H2 O2, es una especie reactiva de oxigeno que tiene una vida media corta y es 
altamente soluble; el producto de su disociación en fase acuosa,  son los iones 
hidroxilos y superoxidos; radicales energéticos capaces de romper enlaces y 
generar daño celular [71].  
 
 
El peróxido de hidrogeno es capaz de alterar la permeabilidad de la membrana 
celular mediante peroxidación lipidíca, lo que conduce a muerte celular por perdida 
de la integridad de membrana [71].  
 
 
La atracción del ADN por especies reactivas como el peroxido,  produce quiebres 
de doble cadena, entrecruzamientos, intercambios de cromatidas hermanas y 
formación de aductos,  que, en caso de no ser reparados, pueden cambiar 
secuencias genéticas y convertirse en mutaciones  letales para la célula. Daños 
como la 8-Hidroxiguanina, 5-Hidroxicisteína y 5-Hidrouracil, en elevadas 
proporciones en el ADN nuclear y mitocondrial, conducen a la variación de 
secuencias codificantes que activan genes pro-apoptoticos. El potencial de 
membrana mitocondrial es directamente proporcional a la concentración de 
peróxido de hidrogeno en la célula; así,  un aumento del H2O2 conlleva a la 
expresión de moléculas que provocan la muerte celular programada [33].  
 
 
Numerosas investigaciones han utilizado el peróxido de hidrogeno como inductor 
de muerte celular [72-77]. El daño de permeabilidad que se genera a nivel de la  
membrana celular y mitocondrial, promueve la liberación de proteínas pro-
apoptotícas y citocromo que activa la caspasa 3, iniciando la vía intrínseca de 
apoptosis [75]. La muerte celular programada inducida por peróxido de hidrogeno, 
juega un papel fundamental en la evaluación in vitro  de compuestos con 
capacidad antiapoptotica, ya que estimula, en diferentes líneas celulares, la 
activación del gen p53, el cual dirige este mecanismo de muerte [77]. 
 
 
Ezoulin y colaboradores, en el año 2008 [78], evaluaron la capacidad antioxidante 
de la Galantamina, frente a daño neuronal generado por peróxido de hidrogeno 
(1µg/ml).  Encontraron que a esta concentración de peróxido, existe un aumento 
significativo de especies reactivas de oxigeno (35%), especialmente del ion 
superoxido (25%), que genera un cambio en la permeabilidad de membrana 
mitocondrial. Weinreb y colaboradores, en el año 2009, investigaron la 
citotoxicidad del H202 (150 µM) en células neuronales, observando una reducción 
de la  viabilidad celular cercana al  45%. Shi, H. y colaboradores, en el año 2009 
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[79], publicaron que  H202 (200 µM) induce apoptosis en un 50%, en células 
linfoides de rata. 
 
  
Hampton y colaboradores, en el año 1997 [80], afirman que concentraciones de 
peróxido de hidrogeno cercanas a  50μ�, inducen a muerte celular programada de 
los linfocitos T y  células linfoides, por la activación de caspasas. La activación de 
la vía extrínseca de apoptosis, se encuentra mediada por la interacción  del 
receptor de muerte Fas con especies reactivas de oxigeno. En concentraciones 
altas  el H202 puede generar necrosis en las células. 
 
 
Sarmiento, B. y M. Torres, en el año 2010 [10], determinaron, en el  laboratorio de 
Toxicología Genética y Citogenetica de la Universidad del Cauca, que el H202, a 
una concentración de 1µM, conduce a los linfocitos humanos cultivados in vitro a 
apoptosis, en un 50%. 
 
 
El aumento de la concentración extracelular del peróxido de hidrogeno en los 
linfocitos cultivados in vitro, causa la activación de receptores de muerte 
membranales (NTF y Fas); esta selectividad por la apoptosis, obedece  a la 
naturaleza de la línea celular, en la cual, la activación de linfocitos T de defensa, 
esta mediada por especies reactivas de oxigeno [81]. El efecto citotoxico del H202 

(100mM) (inductor de daño celular), en el ensayo de viabilidad celular, fue en 
promedio del 61% ± 0.8, lo cual difiere significativamente del control negativo 
(agua) en un 31%. En consecuencia, en esta investigación, todos los tratamientos  
con Galantamina, se realizaron con células cuya viabilidad celular se hallaba 
reducida aproximadamente en un  60% como consecuencia de su tratamiento con 
H202. 
 
 
9.1.4 Efecto protector de la Galantamina frente a d año oxidativo inducido por 
peróxido de hidrogeno . En la presente investigación se determinó que el 
porcentaje de viabilidad celular de los linfocitos humanos previamente tratados con 
peróxido de hidrogeno, fue significativamente mayor para las concentraciones baja 
(viabilidad: 84%) y media (viabilidad: 74%) respecto a la viabilidad celular 
correspondiente a los cultivos tratados con el peróxido de hidrogeno (viabilidad: 
61%); por lo que se concluye que las concentraciones baja y media de 
Galantamina, presentan un efecto protector, restableciendo la viabilidad celular en 
un  28% y 17%. 
 
 



51 
 

Los inhibidores de acetil colinesterasa, como la Galantamina,  son específicos 
para neuronas y linfocitos, ya que comparten el sistema colinérgico de 
señalización. La función característica de estos fármacos es la inhibición de la 
enzima colinesterasa por la unión directa al sitio oligomérico. La degradación  de 
la colina, en linfocitos cultivados in vitro, puede activar la vía extrínseca de muerte 
celular programada. Se sugiere que la capacidad de la Galantamina de impedir 
este proceso, puede determinar su efecto protector. El aumento en la 
concentración de colina extracelular en esta línea celular, disminuye la producción 
de moléculas pro-oxidantes como las citocinas, que pueden activar el receptor de 
muerte Fas, el cual da inicio a la vía extrínseca de apoptosis [56]. 
 
 
La liberación de interleucinas como respuesta al estrés oxidativo provocado por el 
peróxido de hidrogeno, puede inducir a la activación del receptor TNF que está 
involucrado en la apoptosis; la inhibición de estas vías de señalización, por el 
aumento en  la concentración celular de colina, reprime la  respuesta inflamatoria 
en linfocitos T, bloqueando la producción de citocinas y moléculas pro-
inflamatorias, contribuyendo a la supervivencia celular [56]. 
 
 
El  descontrol del ciclo celular por estrés oxidativo exógeno, es fundamental en el 
estudio de enfermedades neurodegenerativas e infecciosas,  ya que se genera un 
daño metabólico celular que inicia con estrés oxidativo; algunos inhibidores de 
acetil colinestearsa pueden retener células neuronales en mitosis [50].  Esta 
capacidad se establece como un mecanismo de protección  al material genético; 
impidiendo la expresión de genes que activen la apoptosis [50]. Está estrategia 
terapéutica, es  estudiada actualmente para enfermedades infecciosas. 
 
 
La posibilidad de la Galantamina como agente protector, se relaciona 
estrechamente con el uso de otros inhibidores de acetil colinesterasa, como la 
triacina, que arrestan el ciclo celular en Go y favorecen a la supervivencia celular 
en líneas neuronales [50]. 
 
 
Traycova, M. y colaboradores, en el año 2003 [43], evaluaron el efecto 
antioxidante del hidrobromuro de Galantamina, mediante la técnica luminol-
dependiente. El agente oxidente fue H202 1 µM. Las concentraciones del fármaco 
variaban entre 1 a 100 µM. Encontraron que la dosis de 1 µM tenía el  mayor  
efecto antioxidante, debido a la capacidad de la Galantamina para atrapar iones 
superóxido e hidroxilo. Los autores sugieren que esta propiedad se debe al grupo 
hidroxilo de la Galantamina, que puede oxidarse transformándose en un grupo 
ceto y así reducir radicales libres, manteniendo la coordinación en el enlace del 
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nitrógeno cuaternario, que puede recibir electrones desapareados de las especies 
reactivas de oxigeno.  
 
 

La concentración baja de Galantamina (0,62 µM), presentó el mayor efecto 
antioxidante, ajustado a lo expuesto por Traycova, M.[43], en el que la 
Galantamina (1 µM), atrapaba iones hidroxilos y superóxidos con un rendimiento 
de reacción cercano al 80%. 
 
 

 
Figura 7.  Estructura del Hidrobromuro de Galantamina, la capacidad antioxidante 

se debe al grupo hodroxilo (OH), que puede oxidarse y al nitrógeno (N) de la 

molécula. 

 

Miezan, J. y colaboradores, en el año 2007 [4], determinaron el efecto protector de 
la Galantamina (0.1–100 µM), frente a daño celular inducido con H202  (500 µM), 
en una línea neuronal. Se observó una reducción en el potencial de membrana del 
19% y  en la producción de especies reactivas de oxigeno del 50%; se expone una 
significativa inhibición al daño oxidativo generado por el peróxido de hidrogeno. El 
estudio concluyó que: los altos niveles del neurotransmisor acetilcolina, 
disminuyen la producción de radicales libres y con esto la posibilidad de que la 
célula entre en apoptosis; y confirmó que el estrés oxidativo celular causado por el 
H202 genera acumulación de radicales libres y perdida de la actividad mitocondrial.  
 
 
McNulty, J. y colaboradores  [23], publicaron acerca de la capacidad de la 
Galantamina de inhibir la enzima P450, involucrada en la metabolización de 
fármacos y  xenobióticos,  lo que sugiere que el efecto protector del alcaloide 
puede relacionarse con el bloqueo de esta enzima, encargada de activar 
moléculas adicionándoles grupos altamente reactivos como hidroxilos y peróxidos, 
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que pueden generar estrés oxidativo celular en enfermedades neurodegenerativas 
e infecciosas. 
 
 
Arias, E. y colaboradores [45], publicaron acerca de la capacidad de la 
Galantamina de prevenir apoptosis en células neuronales. Se propone que la 
interacción del fármaco con receptores colinérgicos de membrana, pueden 
aumentar la expresión de la proteína de sobrevivencia Bcl-2 y  regular la entrada 
de calcio a la célula, manteniendo las diferencias de electronegatividad celular.   
 

El peróxido de hidrogeno es usado como inductor de apoptosis y necrosis en 
diferentes líneas celulares [80], la prueba de exclusión utilizando azul de Trypan, 
permitió comparar el número de células muertas entre los tratamientos  y el 
inductor de daño celular (H202). El aumento en el porcentaje de viabilidad celular 
en las células tratadas con la concentración media y baja de Galantamina, 
muestra un efecto protector, que disminuye el número de células apoptóticas [43].  
Se encontró que el máximo efecto protector fue a la concentración más baja, 
semejante a lo publicado en el 2007, por Mieza y Traykova [4, 43].  
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10. CONCLUSIONES 
 
 
Se identificó el efecto citotóxico de la concentración alta (20 µM) y media (2,5 µM) 
de Galantamina, mediante la prueba de Índice Mitótico en linfocitos de sangre 
periférica, cultivadas “in vitro”. 
 
 
Se estableció una relación lineal negativa, entre las concentraciones de 
Galantamina y el efecto citotóxico (% de Indice Mitótico).  
 
  
Se identificó efecto protector de las concentraciones baja (0,62 µM)  y media (2,5M 
µ)  de Galantamina, frente al daño oxidativo inducido por H202, determinado 
mediante la prueba de Viabilidad Celular, en células mononucleares aisladas de 
sangre periférica, cultivadas “in vitro”. 
 
 
Se estableció que las concentración alta de Galantamina (20 µM), no presentó 
efecto protector al daño celular inducido por H202. 
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11. RECOMENDACIONES 
 
 
Evaluar el efecto protector de la Galantamina, en ensayos “in vivo” o líneas 
celulares con activación metabólica, para esclarecer la eficacia de la capacidad 
antioxidante, en pacientes con enfermedades neurodegenerativas. 
 
  
Identificar si la estructura cristalina de la Galantamina, interviene en su actividad 
biológica.  
 
 
Evaluar el efecto protector de la Galantamina libre de excipientes, para establecer 
con claridad el efecto citotóxico del fármaco. 
 
  
Determinar el mecanismo de acción  de la Galantamina en linfocitos humanos, con 
el fin de identificar su posible uso en enfermedades neurodegenerativas como el 
Parkinson y en patologías  autoinmunes como el SIDA y artritis reumatoide.       
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