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RESUMEN
Para evaluar el daño genotóxico del extracto butanólico de Peperomia dolabriformis, se utilizaron linfocitos de sangre perifé-
rica humana, los que se cultivaron en el medio “PB-max karyotyping medium” durante 24 horas a 37 ºC. Se usó buffer fos-
fato y peróxido de hidrógeno como controles negativo y positivo. Los grupos experimentales fueron T1, T2 y T3 con extracto 
butanólico a las concentraciones de 0,00125%, 0,0025% y 0,01% respectivamente. Los linfocitos embebidos en agarosa LMP 
a 37 °C fueron lisados y sometidos a electroforesis alcalina a 300 mA, 20 V por 40 minutos. Las láminas se colorearon con 
naranja de acridina, se observaron en microscopio de fluorescencia y se analizaron con el programa “Comet Score”. El mayor 
daño genotóxico al ADN se presentó en la concentración 0,01% con un 65,06% de “DNA in Tail” y 26,49% en el “Tail Moment”. 
Palabras clave: Extracto butanólico, ensayo cometa, genotoxicidad, linfocitos, Peperomia dolabriformis 

EFFECT OF THE BUTANOLIC EXTRACT OF PEPEROmIA 
DOLABRIFORmIs ON THE DNA OF HUmAN LYmPHOCYTEs 
EVALUATED BY THE COmET AssAY

ABSTRACT
The purpose of this research was to evaluate the effect of butanolic extract from Peperomia dolabriformis on the DNA from 
human lymphocytes. The DNA damage comet assay was evaluated in human peripheral blood lymphocytes that were cultu-
red in PB-max karyotyping medium and incubated during 24 hours at 37 °C. Phosphate buffer and 100 uM-hydrogen peroxi-
de were the negative and positive controls. Treatment groups contained 0.00125%, 0.0025% and 0.01% butanolic extract, 
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respectively. Lymphocytes embedded in 37 °C-LMP agarose were lysed and subjected to electrophoresis under alkaline con-
ditions at 300 mA, 20 V for 40 minutes. Acridine orange stained slides were examined using a fluorescent microscope, and 
the DNA damage was analyzed by the comet score software. The 0.01%-butanolic extract damaged the DNA with 65.06% in 
the Tail of the comet and 26.49 in the Tail Moment. 
Keywords: Butanolic extract, comet assay, genotoxic, lymphocytes, Peperomia dolabriformis

INTRODUCCIÓN
Peperomia sp. pertenece a la familia Piperaceae, es un 
género que cuenta con 1.770 especies, descritas por H. 
Dahlstedt en el año de 1900. En el Perú se reportan más 
de 400 especies (1,2). Peperomia dolabriformis Kunth, es 
una hierba suculenta nativa de la región norte del Perú, 
distribuida en los departamentos de La Libertad, Caja-
marca, Lambayeque y Amazonas entre los 100 y 1.900 
m.s.n.m.; además, presenta variedades como velutina, 
grandis, confertifolia, brachyphylla y dolabriformis (3,4). 
Algunas especies de Peperomia son usadas en la medi-
cina ancestral contra diversas enfermedades y dolencias, 
por ello han sido objeto de estudio en diversas investiga-
ciones, evaluando la capacidad biológica de sus metaboli-
tos y el potencial tóxico de sus extractos (5).
Para evaluar el efecto citotóxico y genotóxico de los fitocons-
tituyentes de extractos acuosos, alcohólicos, clorofórmicos y 
otros productos químicos existen numerosas técnicas, como 
el Test Allium, ensayo introducido en los años 30 del siglo 
pasado, cuya finalidad es evaluar el efecto genotóxico basa-
do en estudios cromosómicos en meristemos radiculares de 
Allium cepa (6); el test de micronúcleos, permite evaluar la 
inestabilidad genética como un indicador indirecto de rotura 
cromosómica, validada a nivel mundial y considerado como 
un biomarcador efectivo de daño en el ADN (7) y el ensayo 
cometa, que permite evaluar el daño en la molécula del ADN 
producido por agentes genotóxicos (8).
El ensayo cometa es una técnica sencilla y económica, 
descrita para detectar daño a nivel de ADN en células 
embebidas en agarosa, las células son lisadas con de-
tergentes y colocadas a un campo eléctrico, dando como 
resultado la migración de las moléculas cargadas negati-
vamente desde el núcleo hacia el ánodo (8). El mecanis-
mo de la formación de los cometas en los últimos 30 años 
no se ha dilucidado completamente, pero las conclusiones 
de algunos autores indican que la migración se debe a la 
alcalinidad o neutralidad del buffer de electroforesis y al 
agente genotóxico (9,10).
El ensayo cometa es aplicable a las células cultivadas de 
mamíferos, células mononucleares de sangre periférica 
(PBMN), tejidos desglosados, hemolinfa de moluscos, 
levaduras y los núcleos aislados a partir de tejidos de las 
plantas (11). Es común para criopreservar células en los 
estudios de biomonitoreo (12); esta técnica no solo mide 
daño genético sino también la reparación celular de los 

linfocitos humanos (13), cuya importancia radica en detec-
tar daño a nivel de ADN producido por diversas sustancias 
tanto químicas como biológicas (14).
Por los motivos antes descritos, la presente investiga-
ción tiene como objetivo evidenciar el efecto del extracto 
butanólico de P. dolabriformis sobre el ADN de linfocitos 
humanos, estudiados in vitro mediante el ensayo de elec-
troforesis alcalina de células individuales.

MÉTODOS

Material biológico 

Linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica pro-
cedentes de hombres entre las edades de 20-25 años y 
Peperomia dolabriformis “congona de zorro”.
Recolección de la planta Peperomia dolabriformis “con-
gona de zorro”
Las plantas fueron recolectadas de las lomas costeras del 
cerro Campana, a una altitud entre los 200 a 400 m.s.n.m. 
del distrito de Huanchaco, provincia de Trujillo, región de 
La Libertad, Perú y fueron identificadas en el Herbarium 
Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo. 
 
Preparación del extracto butanólico de Peperomia do-
labriformis “congona de zorro”
Se procedió a lavar las cortezas, hojas, raíces y flores de 
las plantas con agua destilada para eliminar partículas 
contaminantes, se dejó secar a temperatura ambiente por 
24 horas a 22 °C. Luego se procedió a secar completa-
mente, en una estufa a una temperatura de 50 °C por 14 
días; se pulverizó en un molino, hasta obtener un polvo 
fino. La extracción alcohólica, se obtuvo con el equipo 
Soxhlet con el solvente butanol puro, diluido al 70% con 
agua Milli Q tipo 1. Por cada 100 g de muestra pulverizada 
se colocó 1 litro de solvente (alcohol butanol al 70 %) (15). 
Se filtró con un sistema al vacío, con ayuda del kitasato y 
el embudo de buchner, con un filtro de poro de 0,45 μm. El 
disolvente se evaporó en una cabina extractora de gases 
y se conservó a 4 ºC en una placa de Petri. 
 
Preparación del medio de cultivo para linfocitos hu-
manos obtenidos de sangre periférica
Los linfocitos se obtuvieron de sangre periférica mediante 
punción venosa, utilizando tubos de 10 mL con heparina 
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sódica de tres donantes masculinos no fumadores entre 
20 a 25 años de edad; se centrifugó a 1.000 rpm por 10 
minutos hasta obtener tres capas. La primera capa que 
contenía el plasma se eliminó, en la capa media se en-
contraron los linfocitos, los que se colocaron en matraces 
de cultivo de la marca CORNING con filtro, que tuvieron 5 
mL de medio PB-MAXTM Karyotiping Medium, además se 
le agregaron dos gotas de eritrocitos y se incubó a 37 °C 
en una estufa por 24 horas (16).

Diseño experimental para el Ensayo Cometa

Se utilizaron concentraciones al 0,00125%, 0,0025% y 
0,01% del extracto butanólico de P. dolabriformis, más bu-
ffer fosfato como control negativo y peróxido de hidrógeno 
como control positivo, donde cada concentración es igual 
a un tratamiento y cada donante de sangre constituye las 
repeticiones; las unidades experimentales constituyen el 
promedio de tres evaluaciones por cada tratamiento y 
dentro de cada repetición, haciendo un total de 45. Ajus-
tándose a un diseño experimental en bloques completos 
al azar y un diseño experimental totalmente al azar.

Exposición de los linfocitos a diferentes concen-
traciones del extracto butanólico de Peperomia 
dolabrofirmis

Los linfocitos fueron recolectados en tubos de 1,5 mL, y 
se centrifugaron a 1.500 rpm por 5 minutos, eliminando 
el sobrenadante, obteniendo el pellet. Se realizó la re-
suspención en 250 µL de buffer fosfato 1X, para luego 
someterlos a los diferentes tratamientos. Al grupo control 
negativo se colocó en buffer fosfato (PBS 1X), al grupo 
control positivo se colocó peróxido de hidrógeno a una 
concentración 100 µM, y los otros tres grupos fueron ex-
puestos a las concentraciones de 0,00125%, 0,0025% y 
0,01% del extracto butanólico por 30 minutos (17).

Electroforesis alcalina en gel de células (SCGE) o 
ensayo cometa

Se utilizaron láminas portaobjetos de la marca G & C, co-
locando una capa de agarosa de punto de fusión normal 
(NMP) al 1%, sobre esta se agregó una segunda capa de 
agarosa de bajo punto de fusión (LMP) al 1%, en la que 
se hallaban los linfocitos (18). Para la primera capa de 
agarosa en las láminas portaobjetos G & C, se colocaron 
140 µl de agarosa normal al 1% a una temperatura de 
65 ºC, estas se llevaron a refrigerar por 5 minutos a 4 ºC 
para su solidificación.Para la segunda capa de agarosa se 
tomó 70 µL de linfocitos de cada tratamiento, y se mezcló 
con 140 µL de agarosa de bajo punto de fusión (ALMP) 
al 1% a 37 ºC, luego se colocó sobre la primera capa de 
agarosa normal y se recubrió con una laminilla, las lámi-

nas se llevaron a refrigerar por 5 minutos a 4 ºC para su 
solidificación (18).

Buffer de lisis

Se retiró la laminilla y las láminas se colocaron en un vaso 
coplin conteniendo el buffer de lisis (EDTA 0,1M, NaCl 
2,5M, Tris HCl 10mM más Triton X-100), durante 16 horas 
a 4 ºC, para eliminar la membrana celular de los linfocitos 
(17).

Electroforesis

Las láminas se colocaron en la cámara de electroforesis 
con buffer alcalino de pH >13 (NaOH 300 mM y EDTA 1 
mM), a una temperatura de 4 ºC, por 20 minutos. Lue-
go se encendió la cámara a 15V, 300mA por 40 minutos 
(17). Para la coloración las láminas fueron coloreadas con 
75µL de naranja de acridina en oscuridad.

Neutralización 

Después de la electroforesis, se colocaron las láminas en 
el vaso coplin con PBS 1X por tres minutos. Esto se repitió 
cuatro veces para eliminar las sales que provocan “ruido 
de fondo” del naranja de acridina utilizado como colorante, 
cuando son vistas a través del microscopio de fluorescen-
cia (18). Para la fijación, las láminas fueron sumergidas 
en alcohol de 96 ºC por cinco minutos y luego se dejaron 
secar al medio ambiente en oscuridad (19).

Observación de los linfocitos

Se utilizó el microscopio de fluorescencia marca Olympus 
DP72, con el objetivo 10X y filtro N° 1, donde se captura-
ron las imágenes con el software DP2-BSW (20).

Evaluación del efecto genotóxico

Las imágenes fueron guardadas en formato “bmp”, y fue-
ron procesadas con el software Comet ScoreTM. Los pará-
metros utilizados para cuantificar el daño del ADN fueron: 
% DNA in Tail, Tail Moment y Olive moment. % DNA in Tail 
se define como el porcentaje de ADN dañado que ha mi-
grado en la electroforesis, y el Olive Tail Momentse define 
por el porcentaje de ADN en la cola multiplicado por la 
longitud entre el centro de la cabeza y la cola (21).

Análisis estadístico

Los datos obtenidos a partir del análisis utilizando el 
software Comet ScoreTM, fueron organizados en figuras, 
luego se procedió a realizar el análisis de varianza y, pos-
teriormente, se aplicó la prueba de comparación múltiple 
de Tukey (p< 0,05) utilizando el programa estadístico IBM 
SPSS versión 22 (22).
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Aspectos éticos

La investigación se llevó a cabo bajo las normas éticas in-
ternacionales, velando por los derechos y bienestar de los 
participantes; a los donantes de la muestra sanguínea se les 
hizo firmar un consentimiento informado, la participación fue 
voluntaria y la información se trabajó con confidencialidad.

RESULTADOS

En la figura 1, se observa el daño genético en los linfocitos 
humanos producido por el extracto butanólico de P. dola-

briformis, donde se aprecia que, a mayor concentración, 
mayor es la migración del ADN en la cola del “cometa”. En 
la misma figura 1, muestra al linfocito expuesto al control 
negativo PBS, observándose ligero daño basal, así como 
el daño del control positivo peróxido de hidrógeno, mos-
trando una cabeza con poco ADN y una cola con abun-
dante material genético degradado.
Los promedios de los parámetros % DNA in Tail, Tail Mo-
ment y el Olive Moment expuestos a diferentes concen-
traciones del extracto butanólico de P. dolabriformis, se 
indica en las figuras 2,3 y 4.

Figura 1. Electroforesis alcalina en gel de células individuales (SCGE) o ensayo cometa (10x).

A: Tratamientos con Buffer fosfato 1X como control negati-
vo. B: Tratamiento con Peróxido de hidrógeno 100 µM como 
control positivo. C-D-E: Diferentes concentraciones del ex-
tracto butanólico de Peperomia dolabriformis 0,00125% (T1); 
0,0025% (T2) y 0,01% (T3) respectivamente.

C (–)

C (+)

T1

T2

T3
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Figura 3. Medición Promedio del parámetro Tail Moment en 
linfocitos humanos expuestos a las diferentes concentraciones 
 del extracto butanólico de Peperomia dolabriformis “congona 

de zorro”

Control (-): Buffer fosfato (PBS)1X
Control (+): Peróxido de hidrogeno 100 µM
T1: 0,00125% de extracto butanólico de P. dolabriformis.
T2: 0,0025% de extracto butanólico de P. dolabriformis.
T3: 0,01% de extracto butanólico de P. dolabriformis.

Figura 4. Medición promedio del parámetro Olive Moment en 
linfocitos humanos expuestos a las diferentes concentraciones  

del extracto butanólico de Peperomia dolabriformis var. 
dolabriformis “congona de zorro”

Control (-): Buffer PBS1X
Control (+): peróxido de hidrogeno 100 μM
T1: 0,00125% de extracto butanólico de P. dolabriformis.
T2: 0,0025% de extracto butanólico de P. dolabriformis.
T3: 0,01% de extracto butanólico de P. dolabriformis.

DISCUSIÓN

El daño en el material genético producido por P. dolabri-
formis y por el control positivo (H202), se logró discriminar 

visualmente a través del microscopio de fluorescencia, 
mediante la observación del tamaño de la cabeza y de 
la cola del cometa. Se observó una menor migración del 
ADN en la cola, cuando se usa menor concentración de P. 
dolabriformis. Sin embargo, se aprecia que a mayor con-
centración de P. dolabriformis menor tamaño de la cabeza 
(Figura 1). La técnica mediante la discriminación visual 
del daño genético lo determinó Collins dando como patrón 
cinco tipos de daño del cero al cuatro (23).
En la misma figura 1, el control negativo con buffer fosfato, 
muestra un ligero daño basal, producto de la manipulación 
de las muestras y de la electroforesis (24). En el control 
positivo, se observa que la migración del ADN es mayor, 
producto de la oxidación de las guaninas y el rompimien-
to de los enlaces fosfodiéster y utilizando peróxido de 
hidrógeno (H202), se detectó mayor daño en el ADN en 
regiones álcali-lábiles tales como sitios apurínicos y apiri-
midínicos fosfotriésteres (25).
En cuanto a los tratamientos de P. dolabriformis, la con-
centración de 0,01% (T3) tuvo mayor efecto genotóxico, 
con una media entre los tres donantes del 65,06% de ADN 
en la cola. El T1 presentó menor porcentaje de ADN daña-
do con 52,26% en la cola. Por otro lado, se observó que 
conforme la concentración de P. dolabriformis aumenta, 
el porcentaje de ADN migrado en la cola se incrementa 
(Figuras 1 y 2). Resultados de citotoxicidad utilizando P. 
duclouxii y P. dindygulensis mostraron un potente efecto 
inhibitorio y citotóxico en líneas celulares WI-38, VA-13 y 
HepG2 (26). Investigadores detectaron efecto citotóxico 

Figura 2. Medición promedio del parámetro % DNA in Tail en 
linfocitos humanos expuestos a las diferentes concentraciones  
del extracto butanólico de Peperomia dolabriformis “congona 

de zorro”

Control (-): Buffer fosfato (PBS)1X
Control (+): peróxido de hidrogeno 100 µM
T1: 0,00125% de extracto butanólico de P. dolabriformis
T2: 0,0025% de extracto butanólico de P. dolabriformis
T3: 0,01% de extracto butanólico de P. dolabriformis
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en células C8166 con los fitoconstituyentes peperominas 
A, B y C y otros lignanos aislados de P. heyneana (27). 
Así también, encontraron efecto genotóxico y apoptótico 
en células V79 con P. tuberculatum (28).
El ADN dañado encontrado en los linfocitos humanos utili-
zando el extracto butanólico de P. dolabriformis, es menor 
al peróxido de hidrógeno (control positivo) alcanzando un 
valor máximo de 80,39% de ADN que migró a la cola (Fi-
guras 1 y 2), debido a la oxidación de la desoxiguanosina 
por parte del 02

- en el ADN produciendo rupturas y pro-
ductos como la 8-oxo-2´desoxiguanosina (8-oxo-dG) (29).
Los niveles de daño genotóxico con respecto al % DNA 
in Tail en los tratamientos T1, T2 y T3 mostraron una me-
dia progresiva del 52,26%, 61,68% y 65,06% respectiva-
mente (Figura 2). Resultados diferentes a los obtenidos 
en estudios realizados con de P. jericoense, en el que se 
demostró poco daño genético en 58% de las células, a 
una concentración de 100 μg/mL (30). 
El daño genético producido por P. dolabriformis, se debe-
ría a la presencia de sus fitoconstituyentes totales como 
los fenoles y catequinas que generan H202 por la oxida-
ción de estos compuestos (30). Las especies reactivas 
de oxígeno (ROS) como la 8-Hydroxyguanine (8-oxoG), 
provoca las lesiones por los radicales oxígenos, produ-
ciendo las rupturas a nivel de ADN (31). Otros estudios 
han encontrado que las catequinas inducen la apoptosis 
celular y fragmentación celular, así como, la condensación 
de la cromatina (32).
Los terpenos presentes en P. dolabriformis, posiblemente 
tengan efecto inhibitorio sobre los linfocitos humanos, pro-
vocando la apoptosis celular, evidenciado por la medición 
de la inhibición de la topoisomerasa II (33). Investigadores 
afirman que los terpenos aumentan las especies reactivas 
de oxígeno (ROS), incrementan el daño en el ADN, pro-
duciendo citotoxicidad y apoptosis celular en diferentes lí-
neas celulares como (HeLa), carcinoma de colon humano 
(HT-29), adenocarcinoma colorectal (Caco-2), adenocar-
cinoma de mama (MCF-7), hepatoma (HepG2), cáncer de 
vejiga (T24) y fibroblastos de pulmón normal (MRC5) (34). 
Por otra parte, el daño genético producido por las dife-
rentes concentraciones de P. dolabriformis en los tres 
donantes no es el mismo, el % DNA in Tail es de 52,26%, 
61,68% y 65,03% (Figura 2). Estudios de los extractos ve-
getales sobre el daño genético, han mostrado similares 
resultados (35). Esto se debería a la diferente capacidad 
de reparación del daño en el ADN, la diferente susceptibi-
lidad de los donantes, o la exposición al medio ambiente 
de cada donante (36).
En cuanto al parámetro Tail Moment, se observó que 
los valores aumentan en los diferentes tratamientos con 
respecto al control negativo y disminuyen con respecto al 
control positivo (Figura 3). La media entre los tres donan-
tes indica que el valor máximo lo presenta el T3 con 26,49 
a una concentración de 0,01% de extracto butanólico de 

P. dolabriformis. El T1 y T2 presentó una media de daño 
similar con 20,26 y 21,94 respectivamente. Esto quizás 
debido al daño oxidativo producido por los flavonoides, 
fenoles, catequinas y terpenos que tienen efecto sobre 
el ADN y las enzimas encargadas en la replicación, oca-
sionando rupturas e incluso apoptosis celular (37). Por 
otro lado, se midió el % DNA in Tail en células de ratones 
B6C3F, usando el test de micronúcleos en eritrocitos hu-
manos, encontrando niveles bajos de daño genético (38). 
En cuanto al parámetro Olive Moment, se observa un 
efecto similar de daño encontrado en el Tail Moment; el 
daño sobre el ADN aumenta con respecto a la concen-
tración del extracto butanólico de P. dolabriformis 14,03 
en el T1; 15,16 en el T2 y 18,23 en T3 (Figura 4). Esto se 
debería a los diferentes fitoconstituyentes de P. dolabri-
formis rompiendo los enlaces fosfato y oxidando los sitios 
purínicos y pirimidínicos, ocasionando la fragmentación 
de la doble cadena del ADN (DSB) y de la simple cadena 
del ADN (SSB); ocasionando efectos clastogénicos inclu-
so apoptosis celular (39). Cabe señalar que las especies 
reactivas de oxígeno (ROS) ocasionan peroxidación lipí-
dica, oxidación de las proteínas y oxidación del ADN (40).
Ambos parámetros, el Tail Moment y el Olive Moment, 
usan diferentes fórmulas para expresar el Olive Tail  
Moment, dando como consecuencia, una magnitud de 
daño expresado en el número de piezas rotas y por lo 
tanto la migración detectable de ADN (11). Por otra parte, 
recomiendan el uso del parámetro Tail Moment para el 
biomonitoreo en humanos (41).

CONCLUSIONES

Las diferentes concentraciones del extracto butanólico de 
Peperomia dolabriformis ocasionaron genotoxicidad en el 
ADN de linfocitos humanos mediante el ensayo cometa.
El ensayo cometa evidenció que a la concentración de 
0,01% del extracto butanólico de Peperomia dolabriformis 
ocasionó una genotoxicidad del 65,06% de “DNA in Tail” y 
26,49 en el “Tail Moment”.
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