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RESUMEN 
Objetivo: estudiar las actividades mutagénica y genotóxica del material particulado fracción 
respirable MP2,5 del aire de Pamplona, Norte de Santander. 

Materiales y métodos: el MP2,5 fue monitorizado con un equipo Partisol 2025 con filtros de 
cuarzo Plus Palmflex. Los filtros se sometieron a dos tipos de extracción: Soxhlet que utiliza 
diclorometano y acetona y extracción por ultrasonido que utiliza diclorometano, acetona y 
una mezcla de ambos. A los extractos obtenidos se les determinaron las actividades mutagé-
nica y genotóxica. 

Resultados: por primera vez en Colombia, se reportan las actividades mutagénica y geno-
tóxica asociadas con el MP2,5 captado cerca de una vía vehicular en Pamplona, Norte de San-
tander. El ensayo mediante el test de Ames usando las cepas TA98 y TA100 de Salmonella 
typhimurium mostró alta actividad mutagénica directa de los extractos analizados. También 
fue alta la genotoxicidad inducida por MP2,5 y evaluada con el ensayo cometa. 

Conclusión: el MP2,5 presente en las muestras de aire de la ciudad de Pamplona constituye un 
factor de riesgo para la población expuesta, debido a que puede inducir mutaciones y además 
llegar hasta el núcleo de linfocitos humanos y causarles daño genotóxico.
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SUMMARY
Mutagenic and genotoxic activity of particulate 
matter MP2,5 in Pamplona, North Santander,  
Colombia

Objective: To study the mutagenic and genotoxic ac-
tivities of particulate material (MP2,5 collected in Pam-
plona, Norte de Santander, Colombia. 

Materials and methods: MP2,5 was monitored by 
means of a Partisol 2025 sequential air sampler with 
Plus Palmflex quartz filters. The latter were subjected 
to two extraction procedures: Soxhlet extraction using 
dichloromethane-acetone; and ultrasonic extraction 
using dichloromethane, acetone and dichlorometha-
ne/acetone mix. The mutagenic and genotoxic activi-
ties were determined for each extract. 

Results: This is the first study conducted in Colombia 
that reports the mutagenic and genotoxic activities 
associated with particulate matter (MP2,5) taken from 
vehicular emissions in Pamplona, Norte de Santan-
der. The mutagenic assay determined by the Ames 
test using Salmonella typhimurium strains TA98 and 
TA100 showed a high direct mutagenic activity in the 
analyzed extracts. On the other hand, the genotoxic 
activity, determined by means of the comet assay, was 
high too. 

Conclusion: Particulate material (MP2,5) present in air 
samples in Pamplona (northeastern Colombia) is a 
risk factor for the exposed population because it can 
directly induce mutations and also cause genotoxic 
damage.

KEY WORDS
Air Pollution; Colombia; Comet Assay; Particulate 
Matter; Mutagenicity Tests; Salmonella typhimurium

INTRODUCCIÓN 
La contaminación ambiental por material particula-
do (MP) es uno de los mayores problemas mundiales 
de la atmósfera. Se ha asociado la exposición a dicho 
material con numerosos efectos adversos para la sa-
lud (1,2) y varios estudios epidemiológicos relacionan 
la exposición al MP proveniente de los vehículos con 

muertes prematuras (3,4), enfermedades cardiovascu-
lares (5-7) y cáncer de pulmón (8-10). En las áreas ur-
banas las fuentes principales de MP son los procesos 
de combustión (11), las emisiones de los motores de 
los vehículos (12) y las actividades industriales (13). El 
MP está compuesto por una mezcla compleja de espe-
cies, altamente heterogéneas, de productos químicos 
y/o elementos biológicos (14), algunas de las cuales 
se emiten directamente a la atmósfera  mientras que 
otras son productos de la oxidación de estas emisio-
nes directas (15). El mayor impacto en la salud lo cau-
san las partículas de carbono elemental, compuestos 
orgánicos, especialmente hidrocarburos aromáticos 
policíclicos (HAP), sulfatos y nitratos, y determina-
dos metales como As, Cd, Fe, Zn, Cr, Cu, Al, V, Ni y 
Pb (16-18). De acuerdo con su proceso de formación, 
las partículas se pueden dividir en dos grupos: finas y 
gruesas. Las partículas finas son las de diámetro ae-
rodinámico ≤ 2,5 μm (MP2,5 ) que son de mayor peli-
grosidad al ser totalmente respirables porque pueden 
penetrar a los pulmones y permanecer mayor tiempo 
en ellos, llevando consigo adsorbidas sustancias orgá-
nicas de alta toxicidad (19); están implicadas en diver-
sas condiciones médicas, incluyendo cáncer, artritis 
reumatoide, ataque al corazón y el envejecimiento 
(20). Por su parte, las partículas gruesas (PST, polvo 
en suspensión total) mayores de 10 µm se consideran 
menos tóxicas porque se depositan principalmente 
en las cavidades nasal y oral.

Las partículas que constituyen el MP2,5 son producidas 
por la combustión de los vehículos, en especial por 
aquellos que funcionan con motores diésel (21). El MP 
que proviene del diésel es un contaminante muy tóxi-
co debido a sus propiedades cancerígenas y tiene el 
potencial de causar problemas respiratorios y cardio-
vasculares (22-24) así como reacciones alérgicas (25). 
Las emisiones de partículas de diésel causan grandes 
contaminaciones en el aire urbano, porque contri-
buyen a la formación de hidrocarburos aromáticos 
policíclicos (26-28). Muchos de los efectos tóxicos y 
cancerígenos del aire contaminado en las ciudades 
se han vinculado a los hidrocarburos aromáticos po-
licíclicos adsorbidos en el material particulado. Las 
propiedades cancerígenas de dichos hidrocarburos 
en mezclas orgánicas complejas derivadas del MP 
han sido principalmente atribuidas a su mutagenici-
dad. Sin embargo, los HAP son también activadores 
potentes de receptores aril hidrocarburos (AHR), que 
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pueden contribuir a sus efectos no genotóxicos, in-
cluyendo la promoción de tumores (29). Muchos HAP 
se consideran cancerígenos (30), porque unidos a par-
tículas con diámetro menor de 2 µm pueden deposi-
tarse en los pulmones y ejercer su carcinogenicidad 
en períodos de exposición largos (31).

MATERIALES Y MÉTODOS
La monitorización de la fracción respirable MP2,5  se 
realizó en la localidad de Pamplona, Norte de Santan-
der, Colombia, en el período de enero a julio de 2010, 
con el equipo Partisol-2025 Plus de la Ruprecht-Patas-
hnik, ubicado en la azotea del edificio de Ciencias Bá-
sicas de la Universidad de Pamplona, a la salida hacia 
Bucaramanga, donde es mayor el flujo de vehículos 
de transporte público y privado y de vehículos de 
carga pesada que utilizan como combustible el diésel. 
Las muestras ambientales de MP2,5 se recolectaron en 
un filtro Palmflex de microcuarzo de 47 mm, en pe-
ríodos de 24 horas, con una frecuencia de cada tres 
días  (32). 

Tratamiento químico de los filtros
Los filtros se colocaron en un equipo de extracción 
continua del tipo Soxhlet; se utilizaron diclorometano 
(Mallinckrodt Chemicals) y acetona (RA Chemicals) 
como solventes de extracción (1:1) (170 mL:170 mL); 
la extracción se hizo por 48 horas en ciclos de ocho 
minutos. Para la extracción por ultrasonido se utilizó 
un baño ultrasónico (Branson 1510, modelo 1510R-
MT); se utilizaron diferentes solventes: diclorometano, 
acetona y una mezcla diclorometano/acetona (10:10 
para la primera extracción y 10:5 para las siguientes). 
Los filtros provenientes de la monitorización del MP2,5 
se depositaron en un vaso de precipitado de 100 mL 
con 20 mL de cada uno de los solventes mencionados 
por un período de 10 minutos a temperatura de 23-24 ºC; 
seguidamente se hicieron dos repeticiones utilizando 
15 mL por 10 minutos a 23-24 ºC. Una vez obtenido el 
extracto, se lo concentró en un evaporador rotatorio 
de vacío (Heidolph modelo Laborota 400-1), a tempe-
ratura de 30 ºC a 150 rpm, hasta aproximadamente 2 
mL. Posteriormente el extracto se transfirió a viales 
que se sellaron y se mantuvieron en refrigeración y en 
la oscuridad hasta su análisis.

Detección de la actividad mutagénica
El efecto mutagénico de los extractos del MP2,5 se de-
terminó por medio del test de Ames (33) usando el 
protocolo descrito por Maron y Ames (34). En esta 
prueba el indicativo de la mutación es la reversión 
his- a his +, los revertantes se conocen porque crecen 
en medio mínimo sin histidina. Se trabajó con dos ce-
pas de Salmonella typhimurium: la cepa TA 98 en la 
que se produce la reversión a his+ por ganancia de un 
par de bases en el gen mutado, y la cepa TA 100, en la 
cual se produce la reversión por sustitución de un par 
de bases. Con cada muestra se trataron 107 bacterias, 
en ausencia de enzimas microsomales. Se utilizaron 
controles positivo y negativo. Para el control positi-
vo se utilizó 4-nitroquinolina óxido (4-NQO) y como 
control negativo se usó dimetisulfóxido (DMSO) al 
12%. Se consideraron positivos los resultados que 
presentaron, de forma reproducible, un incremento 
significativo de la mutación con respecto al control 
negativo. Para los análisis mutagénico y genotóxico 
se probaron tres dosis de material particulado (50 µg, 
100 µg y 150 µg). Para verificar la reproducibilidad de 
los resultados se hicieron tres experimentos indepen-
dientes, cada uno por duplicado.

Detección del daño del ADN 
Para detectar la ruptura del ADN se utilizó el ensa-
yo cometa. Se siguió la metodología propuesta por 
Singh (35) y modificada por Pandrangi (36). La ocu-
rrencia de daño en el ADN se basó en la longitud de 
la cola del cometa, inducida por la ruptura del ADN. 
Se consideró que la cola era producida por ruptura 
si su longitud era mayor de 41 µm que es la longitud 
total producida por factores diferentes a ruptura. Se 
definió el rango para los tipos de daño de la siguiente 
manera: 0 (no daño): de 0 a 41 µm; 1 (daño bajo): de 
42 a 83 µm; 2 (daño medio): de 84 a 125 µm; 3 (daño 
alto): 126 µm o más. Las muestras de sangre perifé-
rica se obtuvieron de un voluntario joven (25 años), 
saludable, no fumador, sin ningún tipo de tratamien-
to clínico, que no era deportista de alto rendimiento. 
Para medir la reproducibilidad de los resultados se 
hicieron cuatro experimentos por cada tratamiento y 
en cada uno se contaron 100 células. Como control 
positivo se utilizó el peróxido de hidrógeno 25 mM 
(H2O2 25 mM) y como control negativo, el DMSO al 
1%, que fue el solvente de las muestras.
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Análisis estadístico
Se determinó la homogeneidad de varianzas usando 
la prueba de Levene. Si el comportamiento de los da-
tos era paramétrico, se aplicaba el análisis de varianza 
(ANOVA). Si los datos eran no paramétricos se utili-
zaban las pruebas de Mann-Whitney y Wilcoxon. Los 
valores se expresan como la media ± la desviación 
estándar (X ± DS) y se consideraron significativos con 
una p ≤ 0,05.

RESULTADOS 
Rendimiento de las extracciones de los filtros de MP2,5 
obtenidas por ultrasonido y Soxhlet respectivamente

Los valores de los porcentajes de rendimiento de los 
extractos de MP2,5  se establecieron de acuerdo con el 
peso en gramos que contenía cada uno de los filtros 
antes y después de la extracción. La extracción por 
medio de destilación Soxhlet produjo un 61% al tra-
bajar con la mezcla diclorometano/acetona (1:1). Al 
trabajar por ultrasonido, el rango de extracción os-
ciló entre 96% y 98% cuando se utilizó como único  

solvente el diclorometano; cuando se hizo con ace-
tona para la siguiente extracción, se obtuvo un por-
centaje de 98% y, por último, cuando se extrajo con la 
mezcla (acetona/diclorometano) dio como resultado 
un rendimiento de 99%.

La tabla 1 y la figura 1 muestran que se detectó ac-
tividad mutagénica alta en la cepa TA-98 cuando se 
analizaron muestras de MP2,5 del aire de Pamplona. 
Como se observa en la tabla 1 y en la figura 2, la acti-
vidad mutagénica en la cepa TA-100 en cada una de 
las dosis superó entre 4 y 5 veces el valor del control 
negativo siendo altamente mutagénico. La reversión 
de esta cepa al estado silvestre se origina por mutáge-
nos que causan mutación por sustitución de bases. De 
acuerdo con las razones de mutagenicidad en cada 
una de las dosis ensayadas, tanto en la cepa TA-100 
como en la TA-98, se observa que la razón de muta-
genicidad es de 2 o más, por lo que se considera una 
respuesta mutagénica positiva. Como se evidencia en 
la tabla 1 y en la figura 1, no existe un efecto de do-
sis en la respuesta mutagénica cuando se analiza el 
material particulado, posiblemente porque los rangos 
analizados son muy bajos. 

Tabla 1. Mutagenicidad y razón de mutagenicidad (RM) de diferentes dosis de MP2,5
del aire de Pamplona analizadas con las cepas TA-98 y TA-100*

Dosis µg/caja Promedio de
revertantes/tratamiento RM

TA-98 TA-100       TA-98 TA-100

  50 237 ± 14 385 ± 18  10,3 5,4

100 191 ± 16 299 ± 13   8,3 4,2

150 222 ± 8 322 ± 12   9,6 4,5

Control negativo   23 ± 3 71 ± 9 1,0 1,0

Control positivo 250 ±25 334 ± 20 10,8 4,7

* Cada valor corresponde al promedio de tres experimentos independientes con su respectiva desviación estándar; cada 
experimento se realizó por duplicado. Como control negativo se usó dimetilsulfóxido (DMSO) al 12% y como control positivo, 
4-NQO. A partir de los datos registrados de mutagenicidad, se halló la razón de mutagenicidad (RM) que es igual a RI/RE, en 
la que RI son revertantes inducidos por el tratamiento y RE, revertantes espontáneos. La RM es el número de veces que la 
respuesta al tratamiento supera al control negativo
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Figura 1. Mutagenicidad en Salmonella typhimurium (cepa TA-98) en ausencia de S-9* del extracto de material particulado MP
2,5 

obtenido en la ciudad de Pamplona. La razón de mutagenicidad es el número de veces que la respuesta al tratamiento supera al 
control negativo. Como control negativo se usó dimetilsulfóxido (DMSO) al 12%, que es el solvente en el cual se diluyó el extracto

Figura 2. Mutagenicidad en Salmonella typhimurium (cepa TA-100) en ausencia de S-9* del extracto de material particulado MP
2,5 

obtenido en la ciudad de Pamplona. La razón de mutagenicidad es el número de veces que la respuesta al tratamiento supera al 
control negativo. Como control negativo se usó dimetilsulfóxido (DMSO) al 12%, que es el solvente en el cual se diluyó el extracto. 
Las dosis se calcularon de acuerdo con peso del material particulado recuperado del filtro

* Fracción microsomal presente en el sobrenadante después de haber centrifugado a 9.000 gravedades un homogenizado de hígado de rata



IATREIA Vol 25(4) octubre-diciembre 2012

352

Mediante el ensayo cometa se analizó el daño indu-
cido por extractos del material particulado MP2,5 a un 
total de 200 células por tratamiento en tres experi-
mentos independientes. El indicativo del daño geno-
tóxico en cada célula es la ruptura de su ADN, la cual 
se manifiesta como un cometa (figura 3), de tal mane-
ra que a mayor daño, la longitud de la cola del come-
ta será mayor. Para mostrar que el daño en el ADN en 
las células se debe al tratamiento y no a factores que 
conducen a la muerte celular, se determinó la viabi-
lidad celular después del tratamiento y se encontró 
que siempre se mantenía por encima del 93% (tabla 
2). Además, se establecieron categorías de daño para 
mostrar que este no se distribuye uniformemente en 
todas las células, lo cual puede ser una ventaja, debi-
do a que la exposición no necesariamente las afecta 
a todas, disminuyendo así el riesgo. Como se puede 
observar en la tabla 2 y en la figura 4, la longitud de 
la cola de las células que muestran daño espontáneo 
no supera los 41 µm y la mayoría de las células (92,5%) 
están en el rango de daño de 0 a 1, lo que muestra 
que no tienen daño o si lo tienen, es muy bajo. De 
igual manera, con la dosis de 100 µg de MP2,5 se puede  

observar que 85% de las células tienen algo de daño, 
con más frecuencia de nivel 1 que es bajo. Como se 
puede observar en la tabla 2, a medida que se incre-
menta la concentración del extracto, aumenta el tipo 
de daño hasta llegar a un nivel alto como es el caso de 
la dosis de 150 µg, con la cual 52% de las células mues-
tran daño alto, 25% daño medio y 18% daño bajo. Se 
puede también observar en la tabla 2 y la figura 4 que 
las dosis que indujeron mayor frecuencia de células 
con daño en el ADN también mostraron mayor longi-
tud de migración del ADN (cola). Esto podría indicar 
que los genotóxicos que producen más daño en el 
ADN, también afectan a un mayor número de células.  

DISCUSIÓN
De acuerdo con los resultados observados, se pue-
de atribuir la reversión de la mutación al estado sil-
vestre a diversos agentes mutágenicos presentes en 
el material particulado que pueden alterar el mar-
co de lectura u originar sustitución de bases; tales 
agentes pueden ser derivados nitroso-aromáticos, 
HPA, metales y varios agentes cancerígenos amino  
(13,37-39).

Tabla 2. Resultados de la genotoxicidad (expresada en longitud de cola en µm) de tres experimentos independientes, 
en linfocitos humanos expuestos a diferentes dosis de material particulado, fracción respirable MP2,5 de la ciudad de Pamplona*

Tratamiento Promedio 
± DS

Tipo de daño % de células 
dañadas

% de 
viabilidad

0 1 2 3

DMSO 1%   41 ± 12 158   27   15    0   5 97

H
2
O

2
 25mM 164 ± 21     2     3   40 155 97 93

50 µg 108 ±  26   30 160    6    4 85 95

100 µg 154 ±  17   10   50 139   11 90 97

150 µg 162 ±  21   10   36   50 104 94 96

* Todos los valores provienen de 200 datos obtenidos en tres experimentos independientes. Se definió el rango para los tipos de daño de la siguiente manera: 0 (no daño): de 0 a 
41 µm; 1 (daño bajo): de 42 a 83 µm; 2 (daño medio): de 84 a 125 µm; 3 (daño alto): mayor de 126 µm. Además se determinaron el porcentaje de células dañadas y la viabilidad 
celular después de 1 hora de tratamiento
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Figura 4. Genotoxicidad en linfocitos humanos inducida por extractos
de material particulado (MP

2,5
) de la ciudad de Pamplona

Figura 3. (A). Apariencia de los cometas en linfocitos humanos que no han sido expuestos a 
ningún tratamiento. (B) Cometas de células que han sido expuestas a H

2
O

2
 25 mM. (C) Cometas de 

células que han sido expuestas a 50 µg de MP
2,5

. (D) Cometas de células que han sido expuestas 
a 100 µg de MP

2,5
 y (E) Cometas de células que han sido expuestas a  150 µg de MP

2,5
. Las células 

fueron incubadas durante 1 hora en presencia del material particulado o el control respectivo y 
posteriormente se determinó su viabilidad. Las imágenes se obtuvieron usando el analizador de 
imágenes Comet assay II, con un aumento de 250 X

A B

C D E
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La mutagénesis es el resultado de malos aparea-
mientos entre las bases involucradas en los enlaces 
Watson-Crick. Este fenómeno puede ser espontáneo 
o inducido y pasa inadvertido ante la maquinaria de 
reparación del ADN. La modificación química de los 
nucleótidos, por ejemplo la halogenación (5-bromou-
racilo), la alquilación (06 de la guanina), los aparea-
mientos cruzados entre las bases, así como el daño 
oxidativo de los nucleótidos inducido por especies 
reactivas de oxígeno o radicales en general, se con-
sideran comúnmente vías por las cuales se genera la 
mutagenicidad. Según el Programa Internacional de 
Seguridad Química de la Organización Mundial de la 
Salud (WHO/IPCS, por su sigla en inglés) 2003 (37) va-
rios hidrocarburos policíclicos aromáticos nitrogena-
dos (nitro-HPA) son mutágenos de acción directa pre-
sentes en la atmósfera. Por otra parte (39), se encontró 
que el 1, 8 dinitropireno es uno de los compuestos que 
más contribuyen a la actividad mutagénica directa en 
muestras de aire, cuando fueron analizados con las 
cepas TA-98 y YG1024. Posiblemente parte de la res-
puesta mutagénica observada en nuestros resultados 
sea debida a este tipo de compuestos, dado que no 
requieren activación metabólica y el mecanismo por 
el cual inducen mutaciones es la pérdida o ganancia 
de bases. Otra posible explicación para nuestros re-
sultados podría ser la presencia de metales pesados, 
dado que en análisis hechos a las muestras del MP2,5 
de la ciudad de Pamplona, se encontraron los metales 
Cd, Cr, Fe, K, Mn, Ni, Pb, Zn (40). Hasta el momento 
no existe un mecanismo unificado para explicar la 
mutagenicidad de los metales, porque múltiples vías 
conducen a ella, tales como el daño oxidativo, la in-
terferencia con iones metálicos esenciales para los 
procesos de replicación y transcripción, la alteración 
de los sistemas de reparación, los ligamientos cruza-
dos y la alteración de la molécula de ADN. Es de ano-
tar que varios metales pesados han sido relacionados 
con el incremento de la actividad mutagénica en di-
versas pruebas de mutagenicidad (41-43).

Como se puede observar en la tabla 2 y la figura 4, 
todas las dosis de MP2,5 analizadas produjeron daño 
en el ADN de linfocitos humanos. Esto indica que la 
mayoría de los mutágenos que llegan a la población 
en las partículas del aire pueden penetrar hasta el nú-
cleo de células humanas y dañar su ADN. Estos resul-
tados concuerdan con los de estudios en otros países 

(44-46). Se puede concluir, por lo tanto, que el MP2,5 

constituye uno de los factores de riesgo que contri-
buyen al aumento del índice de cáncer en la pobla-
ción expuesta. Puede observarse que hubo relación 
entre la mutagenicidad en Salmonella tiphymurium 
y el daño genotóxico en linfocitos humanos, lo que 
indica la confiabilidad en el uso de los test. 

Con los resultados obtenidos en la presente investiga-
ción, se puede concluir que el material particulado 
potencialmente mutagénico, presente en las mues-
tras de aire de la ciudad de Pamplona, podría consti-
tuir un factor de riesgo para la población expuesta, y 
que, además, puede llegar hasta el núcleo de linfoci-
tos humanos y causarles daño genotóxico en el ADN.
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