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RESUMEN

Los contaminantes del aire, especialmente el material particulado (MP), han sido inves-
tigados como posibles agentes responsables del cancer de pulmon. Varios componentes
del MP como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) pueden contribuir con
efectos adversos sobre la salud. La contaminacion atmosférica junto con la ingesta de
alimentos contaminados, son la via primaria de la exposicion humana a los HAP. Los
HAP en general, son sospechosos de ser carcinogénicos, aunque el nivel sea muy bajo.
La principal caracteristica sobre la salud, es su capacidad de inducir cancer en los or-
ganismos expuestos. El transporte vehicular es la fuente mas importante de emisiones
contaminantes atmosféricas y contribuye con mas del 60 % de las emisiones de HAP.
El objetivo de este trabajo fue determinar la mutagenicidad de muestras de PM; s,
provenientes del aire de Villa del Rosario, norte de Santander, Colombia e identificar
los HAP. La identificacion se realizo por medio de cromatografia de gases con detector
de ionizacion de llama. Los ensayos mutagénicos se realizaron por el prueba de Ames
en cepas de Salmonella typhimurium TA98 y TA 100.
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ABSTRACT

Air pollutants, especially particulate matter (PM) have been investigated as potential
agents responsible for lung cancer. Several components of the PM such as polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) can contribute to adverse health effects. Air pollution,
along with the intake of contaminated foods, are the primary route of human exposure
to PAHs. PAHs are generally suspected of being carcinogenic at some degree. Although
the level is very low, the main health risk associated with PHAsS, is its ability to induce
cancer in exposed organisms. The vehicular transport is the largest and most important
source of atmospheric emissions that contribute over 60 % of PAH emissions. The aim
of'this study was to determine the mutagenicity of PM2.5 samples, from the air in Villa
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del Rosario, Norte de Santander, Colombia and identify PAH. Identification was carried
out by gas chromatography with FID detector. The mutagenic assays were performed
by the Ames Salmonella typhimurium strains TA98 and TA100.

INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP) son un grupo de compuestos quimicos or-
ganicos no polares e hidrofobicos, de dos o mas
anillos bencénicos fusionados. Son contaminantes
del aire, producidos por la combustién incompleta
de la materia organica, también se pueden encon-
trar en el suelo asi como en el agua. Los HAP que
contienen hasta cuatro anillos son conocidos como
HAP livianos y los que contienen mas de cuatro
son los HAP pesados. Los HAP pesados son mas
estables y toxicos que los HAP livianos (Wenzl et
al. 2006). Las emisiones vehiculares han sido re-
conocidas como la fuente antrépica mas importante
de HAP en el aire urbano, por lo que su impacto
en la salud y en el ambiente son temas muy estu-
diados en la actualidad (Lim et al. 2007, Douglas
et al. 2011). La identificacion de mutagenos en
particulas del aire urbano confirmo la contribucion
de los HAP a la actividad mutagénica y condujo al
descubrimiento de los nitroarenos, compuestos nitro
aromaticos altamente mutagénicos en el escape del
diésel (Schuetzle y Lewtas 1986, Lewtas 1988).
Debido a sus conocidas propiedades carcinogénicas
y mutagénicas, los efectos ambientales de los HAP
son ampliamente estudiados (Li ef al. 2006, Tan et
al. 2009). El material particulado (MP) respirable
compuesto por particulas de un diametro aerodina-
mico menor de 10 pm (PM;p) y de 2.5 pm (PM; 5)
ha sido asociado con un incremento en la incidencia
de las enfermedades pulmonares, cardiovasculares
y cancer (Brunekreef y Holgate 2002, Pope et al.
2002). Las particulas finas PM; 5 pueden penetrar las
regiones mas profundas de los pulmones como los
bronquiolos, los alvéolos y causar efectos adversos
para la salud, incluyendo enfermedades cardio-
pulmonares y cancer de pulmén (Slezakova et al.
2011). El efecto del MP en el organismo depende
de su composicion quimica, un alto contenido de
HAP incrementa la genotoxicidad del MP con la
formacion preferencial de aductos de HAP-ADN
(Sevastyanova et al. 2008).

Los HAP pueden inducir toxicidad en organis-
mos al interferir con la funcidén de la membrana
celular y los sistemas de acoplamiento de enzimas,
los metabolitos de HAP se pueden unir al ADN y

causar interrupciones bioquimicas y dafio celular
(De Kok et al. 2006, Kosmehl et al. 2008). La pre-
sencia de otros compuestos incluidas la o-quinonas
(Cho et al. 2004, Jakober et al. 2007, Chung et al.
2008) o los metales de transicion (Donaldson ef al.
2003, de Kok et al. 2006, Geiser y Kreyling 2010)
pueden conducir a la formacioén de especies reacti-
vas de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles) y a la
posterior induccion del estrés oxidativo (Hanzalova
et al. 2010).

La exposicion al MP puede resultar en la infla-
macion de los pulmones y la formacion de macro-
fagos alveolares que conducen a la generacion de
radicales libres y a aumentar el estrés oxidativo
(Li et al. 1997). El ataque de las ROS sobre la
molécula de ADN produce un numero de bases
oxidadas (Cooke et al. 2003), siendo la 8-oxodes-
oxiguanosina (8-0xodG) la mas estudiada ya que
es una base altamente mutagénica, su presencia en
el ADN resulta en la transversion guanina citosina-
timina adenina (GC-TA). La peroxidacion lipidica
afecta la estructura y la actividad de las proteinas
de membrana, también promueve la formacion de
compuestos intermedios que propagan el estrés
oxidativo (Montuschi et al. 2004). En estudios para
evaluar los efectos potenciales de los contaminantes
atmosféricos en la salud, se emplea el bioensayo de
mutagenicidad y el mas conocido es el mutagénico
de Ames que utiliza cepas de Salmonella typhimu-
rium (Ames et al. 1975).

El objetivo de esta investigacion fue determinar
la mutagenicidad del aire de Villa del Rosario usando
el bioensayo de Ames con las cepas de Salmonella
typhimurium TA98 y TA100 y la identificacion de
HAP, mediante cromatografia de gases con detector
de ionizacion de llama (FID, por sus siglas en inglés),
asociados con particulas finas PM; 5 colectadas en la
sede de la Universidad de Pamplona ubicada en un
sitio urbano de Villa del Rosario, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Se realiz6 el monitoreo de la fraccion respirable
PM, 5 con el equipo Partisol-2025 (Plus Air Sam-
pler USEPA, Reference Designated PM; s Method
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RFDS-0498-118 in acordance with 40CFR Parts 3),
ubicado en la sede de la Universidad de Pamplo-
na en Villa del Rosario (coordenadas 7°50'2"N
72°28'27"0) en la autopista internacional que comu-
nica la ciudad de Cucuta (Colombia) con la ciudad
fronteriza de San Antonio (Venezuela). Este sector
presenta un gran flujo de vehiculos de transporte
publico, particular y de carga pesada que funcionan
con gasolina y diésel. Los monitoreos de PM; 5 se
realizaron con filtros Pallflex de micro cuarzo de 47
mm, en el mes de agosto de 2013, en muestreos de
24 h cada tres dias, el volumen de aire obtenido fue
de 24 m?, los filtros se guardaron en bolsas plésticas
con cierre hermético y se mantuvieron refrigerados.

Tratamiento quimico de los filtros. Extraccion
por ultrasonido

La extraccion de la materia organica de los fil-
tros de PM; s se realiz por ultrasonido en un bafo
ultrasénico (Branson 1510, modelo 1510R-MT)
usando como solvente el diclorometano. Los filtros
provenientes del monitoreo de PM; 5 se sumergieron
en un vaso de precipitados con 20 mL de diclorome-
tano durante 15 min a temperatura ambiente. Esta
extraccion se repitié nueve veces hasta completar
200 mL del solvente.

Concentracion de la materia organica

Una vez obtenido el extracto, se concentrd en un
evaporador rotatorio de vacio, marca Heidolph mode-
lo Laborota 400-1, a una temperatura de 25 °C y 150
rpm hasta alcanzar un volumen aproximado de 10 mL,
para obtener el extracto global. Posteriormente el
extracto global se transfiri6 a viales que se sellaron
y se mantuvieron en refrigeracion y en la oscuridad
hasta su analisis.

Fraccionamiento del extracto global

El fraccionamiento de la materia orgdnica pre-
sente en el extracto global se realizé por medio de
cromatografia de columna empaquetada con 10 g de
silica gel (Yang et al. 2010), previamente activada a
200 °C durante 8 dias. El extracto global se disolvid
en 10 mL de N-hexano y se adicion6 a la columna.
La columna fue eluida sucesivamente con 200 mL
de N-hexano para obtener la fraccion 1: con 200 mL
de la mezcla N-hexano-diclorometano (3:1 v/v),
obteniéndose asi la fraccion 2 y la fraccion 3 con
200 mL de diclorometano. Cada fraccion obtenida
se concentrd y se obtuvieron 10 mL, de los cuales 5
mL se destinaron para los analisis cromatograficos
y los otros 5 mL se disolvieron en dimetilsulfoxido
(DMSO) para los ensayos bioldgicos.

Identificaciéon de hidrocarburos aromaticos poli-
ciclicos (HAP)

Para identificar los HAP presentes en la materia
organica del PM, s del aire de Villa del Rosario
(extracto global y las tres fracciones), se utiliz6 un
cromatdgrafo de gases marca Agilent Technologies
6890A Plus Series II Hewlet-Packard Plus con detec-
tor FID. La columna utilizada fue Restek Rxi-17 Sil,
30 m de longitud, 0.25 mm de diametro, 0.25 pm de
diametro interno (silarileno similar a 50 % fenil/50 %
dimetil polisiloxano). Para la identificacion de los
HAP se utilizo el patron de 18 hidrocarburos de
Restek (catalogo # 31841 EPA Método 8310 PAH
Mixture). La identificacion cualitativa de los HAP
presentes en el extracto global se realizé de acuerdo
con las siguientes condiciones: temperatura del in-
yector 250 °C, detector FID a 320 °C, mezcla (mL/
min), aire 400 — H, 30 —N, 45. Se inyecté 1 pL,
modo sin division. Condiciones del horno con una
temperatura inicial 65 °C por 0.5 min que se incre-
menta de la siguiente manera: 15 °C/min hasta 200 °C,
4 °C/min hasta 330 °C durante 15 min. Tiempo de
analisis por muestra 53.33 min. Gas de arrastre helio,
flujo 20 mL/min.

Deteccion de la actividad mutagénica

El efecto mutagénico de los extractos del PM; s
del aire de Villa del Rosario, se determin6 por me-
dio del bioensayo de Ames, a través del protocolo
descrito por Maron y Ames (Mortelmans y Zeiger
2000).

En esta prueba el indicativo de la mutacion esta
dado por la reversion his™ a his™, las revertantes
se identifican porque crecen en medio minimo sin
histidina. Se trabajo con las cepas de Salmonella
typhimurium TA98 y TA100. El bioensayo de Ames
se realizo por triplicado con las cepas TA98 y TA100
para el extracto global y las diferentes fracciones
de la materia organica (FT, F1, F2 y F3). Con cada
muestra se trataron 10% bacterias y se utilizaron
testigos positivos y negativos. Para el testigo posi-
tivo se utilizd 4-nitroquinolina N-6xido (4-NQO).
Como testigo negativo se us6 DMSO al 12 %. Para
realizar los analisis mutagénicos se evaluaron tres
concentraciones de MP (50 pg, 100 pg y 150 pg).
Para verificar la reproducibilidad de los resultados
se realizaron tres experimentos independientes, cada
uno por duplicado. Para clasificar los extractos o las
fracciones como mutagénicos o no, se calcul6 el
indice de mutagenicidad (IM). IM = RI/RE, RI: rever-
tantes inducidas por el tratamiento, RE: revertantes
espontaneas (inducidas por el testigo negativo). El IM
indica las veces que es superada la mutagenicidad del
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testigo negativo, para calcularlo se tomaron en cuenta
los criterios de Fliickiger-Isler y Kamber (2012), que
establecen que ensayos en los que se obtenga un IM
entre 2 y 3, indica que la sustancia probada tiene una
mutagenicidad débil y que sustancias con resultados
mayores a 3, tienen una mutagenicidad alta.

Respecto al analisis estadistico se utilizo la prueba
de Dunnett para determinar el nivel de significancia
entre el tratamiento y el testigo. Las diferencias de
las medias se consideraron significativas con una
p <0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la identificacion de los diferentes HAP pre-
sentes en el extracto global y las fracciones del PM; 5
de Villa del Rosario extraidos con diclorometano,
se tomo6 como referencia el cromatograma de la
muestra patrén de Restek de 18 HAP (EPA, Method
8310 PAH Mix) como se muestra en la figura 1. En
este cromatograma los compuestos presentes en la
muestra patron son: 1) naftaleno, 2) 1-metilnaftaleno,
3) 2-metilnaftaleno, 4) cenaftileno, 5) acenafteno,
6) fluoreno, 7) fenantreno, 8) antraceno, 9) fluoran-
teno, 10) pireno, 11) benzo[a]antraceno,12) criseno,
13) benzo[b]fluoranteno, 14) benzo[k]fluoranteno,
15) benzo[a]pireno, 16) indeno(1,2,3-cd)pireno,
17) dibenzo[a, h]antraceno, 18.) benzo[ghi]perileno.

En las figuras 2, 3, 4 y 5 se muestran los croma-
togramas del extracto global y de las fracciones 1, 2
y 3 respectivamente del PM; s del aire de Villa del
Rosario.
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Fig. 1. Cromatograma correspondiente a la muestra patron de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)
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Fig. 2. Cromatograma del extracto global del PM ; s del aire de
Villa de Rosario extraida con diclorometano. Se obser-
van los siguientes hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP): pico 1, naftaleno, pico 2,1-metilnaftaleno, pico
6, fluoreno, pico, 7 fenantreno y pico, 10, pireno
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Fig. 3. Cromatograma correspondiente a los hidrocarburos aro-
maticos policiclicos (HAP) encontrados en la fraccion
1 de las muestras de PM, 5 del aire de Villa del Rosario:
pico 1, naftaleno; pico 2, 1-metilnaftaleno; pico 3, 2-me-
tilnaftaleno; pico 5, acenafteno; pico 6, fluoreno; pico 7,
fenantreno; pico 9, fluoranteno; pico 10, pireno; pico 11,
benzo[a]antraceno; picos 17/18, dibenzo [ah]antraceno/
benzo [g,i,h] perileno

En el cuadro I se muestran los HAP extraidos con
diclorometano (DCM), encontrados en el extracto
global, asi como en las tres fracciones del PM; 5 del
aire de Villa del Rosario

El papel de la contaminacion del aire en el cancer
humano ha sido reportado en diferentes investigacio-
nes (Samet 2004, Naess et al. 2007). Estudios rela-
cionados con el origen de las particulas finas (PM; s)
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Fig. 4. Cromatograma de la fraccion 2 del PM , s del aire de Villa
del Rosario en el que se observa los siguientes hidrocar-
buros aromaticos policiclicos (HAP): pico 1, naftaleno:
pico 2, 1-metilnaftaleno; pico 3, 2-metilnaftaleno; pico
4,-acenaftileno; pico 5, acenafteno; pico 6, fluoreno;
pico 7, fenantreno; pico 9, fluoranteno; pico 10, pireno;
pico 11, benzo[a]antraceno; picos17/18, dibenzo [a,h]
antraceno /benzo [g,i,h] perileno
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Fig. 5. Cromatograma de la fraccion 3 de las muestras del PM; 5
del aire de Villa del Rosario en el que se identifica a
los siguientes hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP): pico 1, naftaleno; pico 2, 1-metilnaftaleno;
pico 3, 2-metilnaftaleno; pico 4, acenaftileno; pico 5,
acenafteno; pico 7, fenantreno; pico 10, pireno; pico
11, benzo[a]antraceno; pico 12, criseno; picos 13/14,
benzo [b]fluoranteno/ benzo[k] fluoranteno; 15, benzo
[a]pireno

en EUA y en otros centros urbanos demostraron que
los vehiculos de motor diésel y los de gasolina son
una de las principales fuentes de material particu-
lado (Schauer et al. 1996, Watson y Chow 2001,

CUADRO I. HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICI-
CLICOS ENCONTRADOS EN EL AIRE DE

VILLA DEL ROSARIO

Hidrocarburos aromaticos Extracto Fraccion
policiclicos global 1 5 3
1.-Naftaleno X X X X
2.-1 Metilnaftaleno X X X X
3.-2Metilnaftaleno ND X X X
4.-Acenaftileno ND X X X
5.-Acenafteno ND X X ND
6.-Fluoreno X X X X
7.-Fenantreno X X X X
9.-Fluoranteno ND X ND ND
10.-Pireno X X X X
11.-Benzo[a] antraceno ND X X X
12.-Criseno ND ND ND X
13.-Benzo[b]fluoranteno ND ND ND X
14.-Benzo[k] fluoranteno ND ND ND X
15.-Benzo [a] pireno ND ND ND X
17.-Dibenzo[a,h]antraceno ND X X ND
18.-Benzo[g,i,h]perileno ND X X ND

X Detectado
ND = No detectado

Barakat 2002, Maykut et al. 2003). Estudios de
fraccionamiento del material particulado organico
(PM; 5) del aire, han identificado HAP mutagénicos
y carcinogénicos, que pueden causar dafio oxidativo
al ADN y conducir a efectos negativos tanto cardio-
vasculares como reproductivos (Lewtas 2007). Los
HAP han sido identificados como carcinégenos en
humanos por la Agencia Internacional para la Inves-
tigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés,
1984, 2010). La actividad cancerigena depende de
la estructura del HAP, siendo mas importante para
moléculas de 4, 5, 6 6 7 anillos. Ademas, las estruc-
turas angulares estan relacionadas con una mayor
actividad cancerigena frente a las que presentan una
estructura lineal y mas condensada (Umbuzeiro et
al. 2008, Dong y Lee 2009). La IARC, clasifica al
benzo[a]pireno (BaP) como cancerigeno en humanos
(IARC 1987). Por lo tanto, la presencia de BaP en el
aire puede aumentar los riesgos carcinogénicos para
el ser humano tras la exposicion al aire contamina-
do. Los HAP suelen considerarse un indicador de
emisiones de trafico vehicular (Guo et al. 2003). Los
HAP producidos por la combustion de combustibles
organicos son considerados como mutagenos (IARC
1989). De acuerdo con la IARC, los HAP en el aire
de Villa del Rosario que son cancerigenos potenciales
en humanos son: el criseno, benzo (a) antraceno, la
mezcla de benzo (b,k) fluorantenos y como probable
el dibenzo[a,h]antraceno. El fenantreno hallado en
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el aire de Villa del Rosario es caracteristico de las
emisiones del trafico vehicular (Ravindra et al. 2006).
El benzo(gih)perileno se ha asociado con emisiones
vehiculares (Dichut et al. 2000).

Los tipos de érganos mas comunes afectados por
el cancer y que estan asociados con la exposicion de
gases de escape del dié¢sel son el pulmon, la vejiga
y el tejido linfatico (Lipsett y Campleman 1999).
Ciertos HAP como el fenantreno, el pireno y el
fluoranteno, se han relacionado con enfermedades
respiratorias cronicas como el asma, la bronquitis
severa y el cancer de pulmon (Taguchi et al. 2007,
Valavanidis et al. 2008, Aubier 2009). Los HAP con
3 y 4 anillos aromaticos fusionados estan tipicamente
asociados con las emisiones de los vehiculos diésel
(Guo et al. 2003). En el aire de Villa del Rosario los
HAP relacionados con las emisiones diésel son: fluo-
reno, fenantreno, pireno y benzo[a]antraceno. Cabe
mencionar que los HAP hallados en las muestras del
aire (PM;s) de Villa del Rosario, provienen exclu-
sivamente de la combustion de las fuentes moviles
que circulan con diésel y gasolina (Mi et al. 2000, Mi
et al. 2001). Ademas, la IARC (2014), clasifica las
emisiones de los vehiculos que funcionan con diésel,
como cancerigeno para los seres humanos.

En la figura 6 se observan las revertantes induci-
das por el extracto global en las cepas TA98 y TA100
de Salmonella typhimurium. Las cepas de esta especie
permiten identificar el tipo de mutacion que estd in-
volucrada, ya que cada cepa es especifica para una
mutacion. La TA98 (His D3052) detecta mutacion
por desplazamiento del marco de lectura y la TA100
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Fig. 6. indice de mutagenicidad inducido por el extracto global
de PM; sdel aire de Villa del Rosario. D1: dosis 1 (50 pg),
D2: dosis 2 (100 pg), D3: dosis 3 (150 pg). FT: fraccion
total. TA98 y TA100 cepas de Salmonella typhimurium.
* Diferencia estadisticamente significativa comparada
con el testigo negativo con p < 0.05

(His G46) detecta mutaciones por sustitucion de ba-
ses. De acuerdo con los resultados nos podemos dar
cuenta que aunque existen en el extracto de aire los
dos tipos de mutagenos, los compuestos que inducen
mutacion por desplazamiento del marco de lectura
superan en 1.6 veces a los compuestos que inducen
mutacion por sustitucion de bases. Es de notar, que a
medida que aumentamos la dosis hay un incremento
también en la respuesta mutagénica.

En la figura 7 se muestra el indice de mutage-
nicidad (IM) inducido por las diferentes fracciones
del PMj; 5 del aire de Villa del Rosario en las cepas
TA98 y TA100 de Salmonella typhimurium. Si
este indice es mayor o igual a 2, se considera una
respuesta mutagénica positiva, lo que significa que
en la muestra analizada existen compuestos quimicos
que estan alterando el genoma de las bacterias anali-
zadas. Como se observa en la figura 7, la fraccion 3
(F3), es la que presenta mayor mutagenicidad. La
razon de mutagenicidad es mayor en la cepa TA9S,
indicandonos que los compuestos presentes en esta
muestra inducen principalmente mutacién por pérdi-
da o ganancia de bases. Los resultados observados se
pueden atribuir a agentes mutagénicos presentes en
el material particulado que pueden alterar el marco
de lectura u originar sustitucion de bases. Dichos
agentes pueden ser derivados nitroaromaticos, HPA,
metales y agentes cancerigenos amino (Kawanaka et
al. 2008, lanistcki ef al. 2009). Gran parte de la activi-
dad mutagénica encontrada en este estudio podria ser
debida a dinitropirenos, compuestos que no requieren
activacion metabdlica y lesionan el ADN originando
pérdida o ganancia de bases (Kawanaka et al. 2008).
Estos resultados son similares a los encontrados en las
muestras de PM, 5 del aire de la ciudad de Pamplona
Norte de Santander (Meléndez ef al. 2012).

La mutagenicidad de las particulas diésel ha sido
investigada por algunos autores (Singh et al. 2004,
Seung-Min y Chung 2006, Riger et al. 2011) y se ha
demostrado que inducen mutagenicidad en ausencia
de enzimas microsomales (Taga et al. 2005, Lingzhi
et al. 2007). Se ha descubierto que una gama mas
amplia de compuestos aromaticos policiclicos en-
contrados en las emisiones de combustion de diésel
y en la contaminacion del aire son a la vez mutagé-
nicos y carcinogénicos como los nitroarenos, entre
los que se incluyen a las lactonas del nitropireno y
nitrofenantreno y a la 3-nitrobenzantrona que es un
potente mutageno encontrado en las particulas de
diésel. (Enya et al. 1997). Se ha informado que la
3-nitrobenzantrona es un mutageno potente en el en-
sayo de mutagénesis bacteriana de Ames, que induce
tumores en roedores (Arlt 2005, Nagy et al. 2005)
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Fig. 7. Indice de mutagenicidad inducido fracciones de PM ;s el aire de
Villa del Rosario. TA98 y TA100 cepas de Salmonella typhimurium.
F. Fraccion 1 (eluida con n-hexano), F;. Fraccion 2 (eluida con n-
hexano/DCM (3:1) (v/v)), F3. Fraccion 3 (eluida con DCM), D;. Dosis
1 (50 pg), Dy Dosis 2 (100 pg), Ds. Dosis 3 (150 ng), * Diferencia
estadisticamente significativa comparada con el testigo negativo con

p <0.05

Los resultados positivos indican, con base en las
condiciones de la prueba de Ames que las muestras
del material particulado PM, 5 del aire de Villa del
Rosario inducen mutaciones por sustitucion y por
pérdida o ganancia de bases, originadas por compues-
tos que no requieren de la activacion metabdlicay que
son generados fundamentalmente por la combustion
vehicular. Lo anterior podria constituir un factor de
riesgo para la poblacion expuesta.
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