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DAÑO EN EL ADN DE LINFOCITOS HUMANOS POR 
EFECTO DE CLOROQUINA
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de cloroquina (CQ) en linfocitos humanos a través del ensayo cometa. Los 
linfocitos fueron aislados de muestras de sangre periférica obtenidas de tres donantes sanos, no fumadores de 24 a 30 
años. Los linfocitos aislados fueron expuestos durante una hora a diversos tratamientos: peróxido de hidrógeno 2,5 % 
(control positivo), buffer fosfato salino 1X (control negativo) y cloroquina a concentraciones de 0 µg/ml, 0,25 µg/ml; 5 µg/ml 
y 300 µg/ml. Se registró los promedios del porcentaje de ADN en la cola del cometa, momento de la cola y momento de 
la cola de Olive, encontrándose diferencias significativas entre las diversas concentraciones de CQ (p<0,01). Asimismo, 
la magnitud de daño del ADN se incrementó en función de la concentración de CQ. Se demostró el efecto genotóxico de 
CQ en linfocitos humanos expuestos in vitro.

Palabras clave: Ensayo Cometa; Genotoxicidad; Cloroquina; Linfocitos; Malaria (fuente: DeCS BIREME).

DAMAGE TO HUMAN LYMPHOCYTE DNA FROM CHLOROQUINE EFFECT

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effect of chloroquine (CQ) on human lymphocytes through the Comet Assay. 
Lymphocytes were isolated from peripheral blood samples obtained from three healthy, non-smoking donors aged 24 to 
30 years. The isolated lymphocytes were exposed for one hour to various treatments: hydrogen peroxide 2.5% (positive 
control), saline buffer phosphate 1X (negative control) and chloroquine at concentrations of 0 µg/ml, 0.25 µg/ml; 5 µg/ml 
and 300 µg/ml. The averages of the percentage of DNA in the comet tail, moment of tail and moment of Olive’s tail were 
recorded, with significant differences between the different concentrations of CQ (p<0.01). Also, the magnitude of DNA 
damage was increased as a function of the CQ concentration. The genotoxic effect of CQ was demonstrated in human 
lymphocytes exposed in vitro.

Keywords: Comet Assay; Genotoxicity; Chloroquine; Lymphocytes; Malaria (source: MeSH NLM).

INTRODUCCIÓN

La cloroquina (CQ) es un fármaco utilizado para el tratamiento 
de la malaria (1) y otras patologías. En recientes investigaciones, 
se describe que la CQ potencia la quimioterapia y radioterapia 
debido a sus propiedades antitumorales, alta capacidad 
antiproliferativa e inhibidora de la autofagia y reparación del 
ADN (2). No obstante, se reportan efectos secundarios a la 
terapia (3).

Inicialmente se propuso que el mecanismo de acción de 
la CQ, en el tratamiento de malaria, producía la muerte del 
parásito por intercalación con el ADN (4). Sin embargo, en 
años recientes se ha demostrado que inhibe la replicación 
del ADN, mediado por la acumulación del hemo al interior de 
la vacuola alimentaria del trofozoito y altera el metabolismo 

de reducción-oxidación, fijación de carbono y el metabolismo 
anaplerótico del ciclo del ácido tricarboxílico (5). 

A nivel genético, se presenta evidencia del efecto 
mutagénico de la CQ en Drosophila melanogaster (6), 
roturas del ADN en células de hígado de ratas (7), roturas 
cromosómicas en células de médula ósea y alteraciones 
en la morfología de los espermatozoides en Mesocricetus 
auratus (8). Contrariamente a estos reportes, en el bagre 
amarillo se observó que la CQ mejora la motilidad de 
los espermatozoides e incrementa su capacidad de 
fertilización (9).

El uso frecuente de la CQ para distintas patologías, el 
bajo costo, el reporte de efectos secundarios, el periodo 
de tratamiento de tres a cuatro meses, el alto grado de 
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Motivación para realizar el estudio. El uso frecuente de la cloroquina 
(CQ) en diferentes enfermedades, así como la evidencia de su toxicidad 
en animales, motivó la investigación, a través del ensayo cometa, del 
efecto que podría producir en linfocitos humanos de sangre periférica. 

Principales hallazgos. La CQ, a bajas concentraciones, produce 
roturas en el ADN de linfocitos; asimismo, el daño se incrementa en 
función a la concentración de CQ.

Implicancias. Los hallazgos contribuirán a establecer una adecuada 
dosificación para terapia con CQ. Es necesario la realización de estudios 
que evalúen los efectos que conllevan tratamientos prolongados.

MENSAJES CLAVE
toxicidad, la variación de concentraciones en los diferentes  
tejidos; constituyen factores que motivan a realizar pruebas 
para la determinación genotóxica de CQ, principalmente 
a bajas concentraciones, para lo cual, el ensayo cometa 
constituye una herramienta de alta sensibilidad aplicable en 
diferentes sistemas biológicos.

Por tal motivo, la presente investigación tiene como finalidad 
evaluar el daño inducido por la CQ en el ADN de linfocitos 
humanos de sangre periférica a través del ensayo cometa. 

EL ESTUDIO

Se realizó un estudio de diseño transversal, en bloques 
al azar. Cada bloque corresponde a los linfocitos de un 
donante, los que fueron distribuidos en tubos de manera 
aleatoria y expuestos a un control negativo, un control 
positivo y a concentraciones de 0 µg/ml, 0,25 µg/ml, 5 µg/
ml y 300 µg/ml de CQ. 

Se extrajo 10 ml de sangre periférica a tres donantes varones 
de 24 a 30 años, no fumadores, no expuestos a radiaciones 
ionizantes o químicos genotóxicos, al menos cuatro meses 
antes de la toma de muestra, debido al tiempo de semivida 
del fármaco (10). De las muestras de sangre se obtuvieron 
suspensiones de 3 x 106 linfocitos, aproximadamente. 
 
Se utilizó cloroquina difosfato de 250 mg (150 mg de 
cloroquina base) (Laboratorio Chile S.A.), la que fue 
homogenizada y diluida en 300 ml de buffer fosfato salino 
(PBS) 1X en agitación a 25 °C, durante 1 h. Se filtró utilizando 
membrana millipore de 0,22 µm (Merck). Se realizaron 
diluciones en concentraciones de 0 µg/ml, 0,25 µg/ml, 5 µg/ml 
y 300 µg/ml de CQ (equivalentes a las cantidades halladas en 
suero y orina) (11). Como control positivo, se utilizó peróxido 
de hidrógeno (H2O2) 2,5 % (12) (Laboratorio ALKOFARMA) 
y PBS 1X como control negativo. Los linfocitos fueron 
expuestos a estas soluciones durante 1 h a 25 ºC en 
oscuridad.

Para determinar la viabilidad celular se tomaron 20 µl de 
linfocitos después de la exposición a los tratamientos, 
se colorearon con ioduro de propidio 0,5 µl 1mM en 
oscuridad durante 10 min y se evaluaron al microscopio 
de fluorescencia Olympus BX51, con filtros 536 y 617 nm. 
En cada muestra obtenida se contó linfocitos coloreados 
(muertos) y sin coloración (vivos) haciendo un total de 200 
linfocitos, con esta información se determinó el porcentaje 
de viabilidad de linfocitos: 

El ensayo cometa se realizó siguiendo el protocolo de 
Sayer et al (12). De cada muestra de linfocitos tratados se 
preparó 70 µL de linfocitos en 140 µL de agarosa de bajo 
punto de fusión (LMP) al 1 % y se llevaron a lisis en NaCl 
2,5 M, Na2EDTA 100 mM, Tris HCl 10 mM, Tritón X-100 
1 %, DMSO 10 % e incubaron a 4 ºC durante 4 h, la 
electroforesis a 25 V y 300 mA durante 30 min en buffer de 
Na2EDTA 1 mM, NaOH 300 mM pH 13, la neutralización 
en solución Tris HCl pH 7,5 por 3 min y fijación en alcohol 
96º por 3 min. Se coloreó con bromuro de etidio (20mg/ml) 
y analizó al microscopio de fluorescencia Olympus BX51 a 
40X con filtros de 510 nm y 550 nm.

Se determinó el porcentaje de ADN de la cola del cometa 
(%TADN), momento de la cola (TM) y momento de Olive 
(OTM) como parámetros de genotoxicidad (13), para lo cual 
se utilizó el programa CASPLab (http://casplab.com). El 
linfocito dañado se asemeja a la forma de una cometa, con 
un núcleo redondeado (cabeza) que se continúa con una 
tinción más tenue en forma alargada (cola), el programa 
captura la imagen, la intensidad de fluorescencia de la cola 
delineada es comparada a la intensidad total del cometa 
para determinar el %TADN. El momento de la cola y el 
momento de Olive se calcularon por las siguientes formulas: 

El %TADN mide la cantidad de ADN existente en la cola 
en estado fragmentado y/o desplegado, mientras que TM y 
OTM representa la magnitud de rotura del ADN. 

Se estimaron las medias y desviación estándar para el 
%TADN, TM y OTM. Los datos fueron ajustados a la 
distribución normal y se compararon mediante el análisis 
de varianza y Tukey. Para el análisis de regresión lineal 
se consideró la concentración de la CQ como variable 

% viabilidad=  (número de linfocitos muertos )
  (total de linfocitos) X 100

Momento de la cola (TM)=(longitud de la cola x %TADN) 
                         (% total de ADN)

Momento de Olive (OTM)=distancia entre la cabeza y 
la cola x %TADN
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concentraciones de 0,25 µg/ml y 5 µg/ml de CQ. Sin 
embargo, los valores promedios del TM y OTM fueron 
diferentes estadísticamente (p<0,001) a la concentración 
de 5 µg/ml en comparación con 0,25 µg/ml y 0 µg/ml 
(Figura 2). Asimismo, no se presentaron diferencias entre 
la concentración más baja de CQ con el control negativo. 
El control positivo con H2O2 2,5 % presentó diferencias en 
todos los casos de tratamientos con CQ. 

En la Figura 3 se muestra la relación lineal del porcentaje 
de ADN medido mediante %TDNA y OTM en función 
directa a la concentración de CQ; los coeficientes 
de regresión (β) fueron 3,49 y 2,27, respectivamente 
(p<0,01). El coeficiente de regresión del MT y 
concentración de CQ fue 3,43, (p<0,01). Los valores de 
correlación entre el %TDNA, TM y OTM con respecto a 
la concentración de CQ, fueron r=0,94, r=0,92 y r=0,92, 
respectivamente. 

Tratamientos Viabilidad (%)
PBS 1X (control negativo) 99,48
H2O2 (2,5 %) (control positivo) 94,67
CQ (0,25 µg/ml) 98,52
CQ (5 µg/ml) 98,37
CQ (300 µg/ml) 89,39

Tabla 1. Porcentaje de viabilidad de linfocitos de sangre 
periférica expuestos a diferentes tratamientos: buffer 
fosfato salino, peroxido de oxigeno y cloroquina

PBS: Buffer fosfato salino
H2O2: Peroxido de oxigeno
CQ: Cloroquina

Figura 1. Determinación del daño inducido por cloroquina en el ADN de linfocitos humanos de sangre periférica a traves del ensayo 
cometa. A) ADN sin daño, B) ADN con daño de bajo nivel, C) ADN con daño moderado y D) ADN con daño elevado

A

C

B

D

independiente (función x) y como variables dependientes 
al %TADN, TM y OTM (función y), los coeficientes de 
regresión (β = covarianza x,y / suma de cuadrados de x) 
fueron estimados mediante el programa Statistical Package 
for the Social Sciences (SPSS) para el análisis estadístico, 
se consideró un α = 0,05.

La investigación contó con la aprobación del Comité 
de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad 
Nacional de Trujillo (CIEI-FAC.MED-UNTE. cód. n.º 
21101403156). Además, los participantes firmaron el 
respectivo consentimiento informado.

HALLAZGOS

Los porcentajes de viabilidad de los linfocitos expuestos a 
las concentraciones de 0,25 µg/ml, 5 µg/ml y 300 µg/ml de 
CQ fueron 98,52 %; 98,37 % y 89,39 %, respectivamente. 
Asimismo, los porcentajes de viabilidad de los linfocitos 
expuestos al control negativo y al control positivo fueron de 
99,48 % y de 94,67 %, respectivamente (Tabla 1).

Al evaluar visualmente el daño de la CQ en el ADN de 
linfocitos humanos de sangre periférica con el ensayo 
cometa, se observaron linfocitos con: A) ADN sin daño, B) 
ADN con daño de bajo nivel, C) ADN con daño moderado y 
D) ADN con daño elevado (Figura 1).

El %TADN presentó diferencias significativas a la 
concentración de 300 µg/ml en comparación con las 
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DISCUSIÓN

El ensayo cometa presenta mayor ventaja en la detección 
de genotóxicos, debido a la capacidad de resolver si un 
agente produce daños en el ADN a bajas dosis, manejo 
sencillo, bajo costo y reproducible (14). De allí, su aplicación 
en genética toxicológica.

Esta investigación muestra evidencias del efecto 
clastogénico de la CQ en linfocitos humanos de sangre 
periférica in vitro expuestos a diferentes concentraciones 
de CQ. Estos daños genéticos pueden presentarse en los 
diferentes tejidos y fluidos de pacientes tratados con CQ, 
desde concentraciones que fluctúan entre 0,05 µg/ml hasta 
334,4 µg/ml (15,16).

El daño del ADN se demuestra con el incremento 
del %TDNA, TM y OTM en función al aumento de las 
concentraciones de CQ, en relación lineal directa. Así 

mismo, la viabilidad de los linfocitos por encima del 89,39 % 
en todos los tratamientos revelan que el porcentaje de daño 
del ADN de los linfocitos es a causa de CQ. La respuesta 
positiva de daño genético en el ensayo cometa se considera 
como punto de corte el 75 % de viabilidad celular (17).

Las diferencias de viabilidad (98,37 %) de los linfocitos de 
sangre periférica directamente expuestos a CQ registradas 
en el presente estudio en comparación con la viabilidad 
(50 %) de los linfocitos de sangre periférica en cultivo 
expuestas a la misma concentración de 5 µl (11), así como, 
en las concentraciones de H2O2, en cultivo (100µM) (18) y 
directamente expuesto (734 mM) (12) utilizadas como control 
positivo; constituyen pruebas que el daño del ADN depende 
de la estructura y estado funcional de los linfocitos expuestos 
a CQ in vitro. 

Los linfocitos maduros que tienen mayor grado de 
empaquetamiento del ADN presentarán mayor resistencia al 
daño, en comparación a las células en estado proliferativo, 
debido a los procesos activos de replicación y transcripción. 
Ensayos de resistencia en diferentes subpoblaciones de 
linfocitos, encuentran alta sensibilidad a mutágenos en 
los linfocitos B y mayor resistencia en los linfocitos T (19). A 
estas variaciones, se sumarían los efectos epigenéticos, 
centrándose en la acción de los microARN, metilación del 
ADN y modificación de las histonas, que actúan modificando 
la accesibilidad del ADN a los mutágenos (20), cambios que 
podrían generar diferencias en individuos expuestos a las 
mismas dosis e igual tiempo de exposición a la CQ.

Entre las limitaciones del estudio se puede mencionar 
que, a pesar de haber trabajado con linfocitos humanos de 
sangre periférica, se ha observado vulnerabilidad del ADN. 
Es probable que el daño del ADN por CQ sea mayor cuando 
los linfocitos se encuentren en su medio natural, debido a 
su estado funcional y diferentes grados de maduración. Los 
linfocitos aislados in vitro mostraron viabilidad tan igual que 
el control negativo, lo que sustenta que las roturas del ADN 
se deben a la CQ. 

Será importante la realización de estudios sobre la actividad 
antiapotótica y antirreparador de la replicación del ADN 

Letras diferentes indican diferencias significativas  (p< 0,05)

Figura 2. Daño en el ADN en linfocitos humanos de sangre periférica expuestos a diferentes concentraciones de cloroquina (0 µg/ml, 
0,25 µg/ml, 5 µg/ml y 300 µg/ml) A) Porcentaje de ADN en la cola del cometa, B) Momento de cola y C) Momento de Olive

Figura 3. Porcentaje de ADN en la cola del cometa en 
linfocitos humanos de sangre periférica en función de la 
concentración de cloroquina (0 µg/ml, 0,25 µg/ml, 5 µg/ml y 
300 µg/ml) transformados a logaritmo natural (ln), por ajuste a 
la distribución normal. Porcentaje de ADN en la cola del cometa 
(%TADN) (β=3,49, r=0,94, p=0,05). Momento de Olive (MTO) 
(β=2,27, r=0,92, p<0,01) 
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producida por CQ, así como la evaluación de los efectos 
secundarios que conllevan tratamientos prolongados. 

Se concluye que la CQ induce el aumento significativo 
de lesiones en el ADN de linfocitos humanos de sangre 
periférica, reflejadas en el incremento del %TDNA, MT y 
OTM en función de las concentraciones de 0,25 µg/ml; 5 
µg/ml y 300 µg/ml de CQ.
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concepción y diseño del artículo, recolección de datos, análisis e 
interpretación de datos. Todos los autores realizaron la revisión crítica 
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