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INFORMACION DEL ARTiCULO RESUMEN

HiS{Ofia del articulo: Introduccién: El humo del tabaco es una fuente de radicales libres y especies reactivas de oxigeno y de
Recibido el 14 de enero de 2013 nitrégeno, principales causantes de estrés oxidativo. El analisis de compuestos organicos volatiles (VOC)
Aceptado el 9 de abril de 2013 en aire exhalado es un método indirecto de medir el nivel de estrés oxidativo que se produce en las vias

On-line el 19 de junio de 2013 aéreas. El objetivo de este trabajo es conocer la influencia del tabaco en la produccién de VOC en una

poblacién clinicamente sana.
Meétodos: Se analizé el aire exhalado de 89 voluntarios sanos, clasificados en 3 grupos: no fumadores, exfu-
madores y fumadores activos. La muestra de aire exhalado se recogié mediante Bio-VOC®, y se traspasé a
tubos de desorcion. La técnica analitica utilizada fue: desorcién térmica, cromatografia de gases y espec-
trometria de masas. Los VOC analizados fueron hexanal, heptanal, octanal, nonanal, acido propanoico y
acido nonanoico, cuya identificacién se realiz6 mediante su tiempo de retencién y espectro de masas
referenciado en la biblioteca NIST 08, confirmandolo mediante el uso de estaindares cromatograficos.
Resultados: La mayoria de los VOC analizados se encuentran a concentraciones muy bajas. Unicamente
el nonanal muestra diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de estudio, depende exclu-
sivamente del habito de fumar, y es independiente de la cantidad de tabaco consumido, edad y género.
Conclusiones: El hallazgo de nonanal se asocia al consumo de tabaco, actual o previo. Al ser un producto
secundario de la destruccién de la membrana celular, su hallazgo probablemente muestra dafio celular
en personas fumadoras y permanece una vez cesado el habito.

© 2013 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Palabras clave:

Compuestos organicos volatiles
Tabaquismo

Estrés oxidativo

Volatile Organic Compounds in Exhaled Breath in a Healthy Population: Effect
of Tobacco Smoking

ABSTRACT

Keywords: Introduction: Tobacco smoke is a source of free radicals and reactive oxygen and nitrogen species, which
Volatile organic compounds are the main causes of oxidative stress. The analysis of volatile organic compounds (VOC) in exhaled
Tobacco smoking breath is an indirect method of measuring the level of oxidative stress that occurs in the airways caused by

Oxidative stress tobacco consumption. The aim of this study was to determine whether smoking influences the production

of VOG, in a clinically healthy population.
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Methods: Exhaled breath from 89 healthy volunteers, divided into three groups (non-smokers, ex-smokers
and smokers) was analysed. Samples were collected using Bio-VOC® devices and transferred to universal
desorption tubes. Chemical compounds were analysed by thermal desorption, gas chromatography and
mass spectrometry. We analysed hexanal, heptanal, octanal, nonanal, nonanoic acid and propanoicacid, all
identified by retention time and mass spectrareferenced in the NIST 08 mass spectral library; confirmation
was carried out using reference standards of the pure chemical compound.

Results: These VOC were found in very low concentrations. Only nonanal showed significant quantitative
and qualitative statistical differences among the study groups. Nonanal concentration is dependent on
smoking, but is independent of the amount of tobacco consumed, age and gender.

Conclusions: Nonanal in exhaled breath is associated with tobacco consumption, current or previous.
Nonanal is a sub-product of the destruction of the cell membrane, and its finding may be indicative of cell
damage in smokers. This result appears in many farmers who smoke.

© 2013 SEPAR. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El habito de fumar tabaco es un factor de riesgo para neopla-
sias como el cancer de pulmén, enfermedad pulmonar obstructiva
crénica y enfermedades cardiovasculares, entre otras’.

En la mayor parte de estas enfermedades se produce un elevado
grado de estrés oxidativo provocado, en su mayoria, por la cantidad
de radicales libres y especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno
que se originan en el humo del tabaco. El estrés oxidativo provoca
dafios irreversibles estructurales y funcionales de las células, tales
como alteraciones en proteinas esenciales, peroxidacién lipidica,
rotura de cadenas y modificacion de las bases nitrogenadas del ADN,
un aumento intracelular elevado de Ca2* libre y, en ciertos casos,
apoptosis o necrosis>>.

De todas las alteraciones provocadas por el incremento del
estrés oxidativo, la peroxidacién lipidica genera gran cantidad
de metabolitos mediante reacciones de oxidacién catalizadas por
sistemas enzimaticos asociados al citocromo P450%*°, como son
alcanos, alquenos, aldehidos y acidos carboxilicos entre otros, todos
ellos de bajo peso molecular, volatiles y conocidos como compues-
tos organicos volatiles (VOC), y que pueden ser excretados por las
vias aéreas. La presencia de estos en el aire exhalado sugiere la
existencia de estrés oxidativo en la via aérea y en los pulmones. Por
ejemplo: los aldehidos lineales como hexanal, heptanal y nonanal
son metabolitos finales de procesos de peroxidacion lipidica de los
acidos grasos w3 y w6, componentes principales de los fosfolipidos
que forman parte de las membranas celulares®.

El objetivo de este trabajo es conocer si el tabaquismo influye en
la produccién de VOC en aire exhalado como resultante del estrés
oxidativo, en una poblacién clinicamente sana. No serdn estudia-
dos el resto de los compuestos que se producen en las reacciones
oxidativas de las macromoléculas biolégicas.

Pacientes y método
Disefio del estudio y definicion de los grupos

Estudio casos control, con muestreo consecutivo no proba-
bilistico. Se seleccionaron un total de 89 personas, todos ellos
voluntarios entre trabajadores de los centros participantes forma-
dos por administrativos, personal sanitario, médicos, profesores
universitarios, militares y familiares. Las posibles contaminacio-
nes de su lugar de residencia no se tuvieron en cuenta por no ser
objeto de estudio y ser una variable muy compleja de registrar. Se
establecieron 3 grupos en funcién del consumo de tabaco: 35 no
fumadores, 24 exfumadores y 30 fumadores activos. No se consi-
derd6 como grupo aparte y motivo de estudio la cualidad de fumador
pasivo.

Los criterios de inclusién para los 3 grupos exigieron la acep-
tacion personal para participar en el estudio, edad mayor de
40 afios, ser no fumadores, ex fumadores, o fumadores de mas

de 20 paquetes por afio. Los participantes no estaban sometidos
a especiales condiciones ambientales en su trabajo. A todos ellos
se les realiz6 exploracién clinica y complementaria, incluyendo
electrocardiograma, radiografia de térax, hemograma, bioquimica
y curva flujo/volumen. Ningln participante presenté signos o sin-
tomas de enfermedad. Se consideraron criterios de exclusién la
existencia de enfermedad pulmonar, cardiaca, endocrina y tumoral
actual o previa de cualquier sistema, o la negativa a participar en el
estudio. No se aplicé restriccion por razén de género.

El protocolo de estudio fue autorizado por el Comité de Etica
e Investigacién Clinica del Hospital Central de la Defensa «Gémez
Ulla» (N.° R: 1S-404030-S-06-000153).

Compuestos estudiados

Los compuestos estudiados fueron aldehidos lineales en orden
al nimero de carbonos existentes en la molécula y que han sido
descritos en la bibliografia consultada (hexanal, heptanal, octanal,
nonanal), asi como acidos carboxilicos (acido propanoico, acido
hexanoico, dcido heptanoico, acido octanoico y acido nonanoico),
siguiendo la secuencia de igualdad en el nimero de atomos de
carbono que los aldehidos. Los acidos hexanoico, heptanoico y octa-
noico no se detectaron, por lo que fueron eliminados del estudio.

Toma de la muestra

Tras una hora en reposo, sin fumar y en ayuno, se recogio aire
exhalado correspondiente al final de la capacidad vital forzada, lo
mas representativo posible del aire alveolar. Se utilizaron camaras
Bio-VOC® Breath Sampler (Markes Int.)™ y se repiti6 la maniobra
3 veces para la preconcentracién de los compuestos. Simultanea-
mente se recogié una muestra de aire ambiental de la sala en donde
permanecié la persona estudiada, lo que permitié6 comparar los
niveles de VOC del aire ambiente y del exhalado, con el fin de
minimizar las posibles variaciones ambientales.

Tras cada maniobra, el aire recogido se traspasé a un tubo de
desorcién recubierto internamente de 3 materiales adsorbentes:
Tenax TA + Graphitised Carbon Black + Carbonised Molecular Sieve
(Markes Int.™), El tubo qued¢ sellado con DiffLocks Caps (Markes
Int.™) para su posterior analisis. Todas las muestras se analizaron
en un plazo inferior a 24 h desde su recogida.

Meétodo analitico cromatogrdfico

La técnica analitica utilizada fue la desorcién térmica-
cromatografia de gases y espectrometria de masas. El método
analitico que se describe a continuacién fue desarrollado por nues-
tro grupo.

Los tubos con la muestra se sometieron a un proceso de desor-
cién a 250°C en un sistema de desorcién térmica Ultra TD™
multi-tube autosampler y Unity™ Thermal desorber con una trampa
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fria (Unity General purpose Hydrophobic. U-T2GPH [Markes Int. Ltd.]).
Posteriormente, los compuestos fueron separados por cromato-
grafia de gases en un sistema 7890A, utilizando una columna
cromatografica DB1-30m x 0,25mm x 1 um, con helio como gas
portador, identificandose por espectrometria de masas con 5975C
VL MSD (Agilent Tech.). El modo de adquisicién de datos fue en SCAN
y el intervalo de masas para la deteccion se fij6 entre 40 y 300 m/z
(relacién masa/carga).

La cromatografia programada se inici6 a una temperatura de
40°C y permanecié constante durante 10 min. A continuacién fue
aumentando en 20 °C/min hasta llegar a 250 °C, permaneciendo asi
durante otros 10 min. Como Gltima etapa, se alcanzaron los 300°C
a una velocidad de 30 °C/min.

Los compuestos se identificaron mediante su tiempo de reten-
cién y espectro de masas referenciado a las librerias de espectros
NIST 08, por medio de patrones cromatograficos (Fluka®).

Se consideré el «limite de deteccién» (LOD) de un compuesto
cuando aquel se pudo identificar mediante su espectro de masas,
tiempo de retencién y con una abundancia relativa mayor o igual
a 3 veces la relacién sefial/ruido, mientras que para el «limite de
cuantificacién» (LOQ) se exigi6 10 veces la relacién sefial/ruido. De
acuerdo con estos «limites» -LOD y LOQ-, definimos:

1. compuestos no detectados, aquellos cuyo valor se encuentra por
debajo de su LOD

2. compuestos no cuantificados, aquellos que son detectados pero
no es posible su cuantificacién, es decir, cuyos valores se encuen-
tran entre su LOD y su LOQ

3. compuestos cuantificados, los que presentan valores por encima
de LOQ

Los datos cuantitativos se obtuvieron mediante la integracion
del area del i6n cuantificador del espectro de masas para cada uno
de los VOC, medido en cuentas por segundo. Dada la posible varia-
bilidad que pudiera existir en el proceso de desorcién, los datos se
normalizaron en funcién del area del ién 207 (correspondiente al
hexametilciclotrisiloxano), utilizado como compuesto de referencia
interno, procedente de los tubos de desorcién.

Todos los valores cuantitativos se calcularon mediante la
férmula:(Ap: VOC)/(Ap Siloxano) x 100

Donde Ay,: area bajo la curva de cada compuesto

Se asumié como compuesto endégeno cuando mostraba rela-
cion de valor en aire exhalado/ambiental mayor a 1.

El método analitico ha sido validado segtin los criterios descritos
en la ICH Q2. Validation of Analytical Procedures-2005" .

Meétodo estadistico

Como indices descriptivos se emplearon la media, con su des-
viacién estandar, o la mediana, con su rango intercuartilico, y las
frecuencias absolutas y relativas (%). Para determinar asociaciones
entre variables se aplicaron los test de Kruskal Wallis —para valorar
la asociacién de los diferentes VOC en funcién del tabaquismo-;
el de Mann Whitney -para valorar la asociacion entre las perso-
nas no fumadoras frente a fumadoras o ex fumadoras y los VOC-,
y el test de correlacién lineal de Spearman -para valoracién de la
concentracion de nonanal y edad-.

En todos los casos, como grado de significacién estadistica se
consideré un valor de p<0,05 y la aplicacién estadistica utilizada
fue SPSS® versién 15.

Resultados

En la tabla 1 aparecen recogidas las caracteristicas de la pobla-
cién de estudio. Nuestra muestra consta de 89 personas, todas ellas

Tabla 1
Caracteristicas de los sujetos de estudio
N=89
Edad (media en afios), media (DE) 49,3 (9,5)
Género (hombres/mujeres) (42/47)
Fumadores/ex fumadores/no fumadores 30/24/35
Tabaquismo (pag/afio), media (DE)
Fumadores 30,9 (18,6)
Ex fumadores 26,5(21,6)

Tabla 2
Distribucién de frecuencias

Categorias

No detectado No cuantificado Cuantificado

Hexanal 64 (72%) 10 (11%) 15 (17%)
Heptanal 56 (63%) 5(6%) 28 (31%)
Octanal 72 (81%) 4 (4%) 13 (15%)
Nonanal 49 (55%) 9(10%) 31(35%)
Acido propanoico 41 (46%) 5 (6%) 43 (48%)
Acido nonanoico 74 (83%) 1(1%) 14 (16%)

voluntarias sanas, con una edad media de 49,3 (9,5) afios. En cuanto
a la distribucién por género, un 47% eran hombres y un 53% muje-
res. Del total, un 39% eran no fumadores, un 34% fumadores y un
27% exfumadores, con un consumo de tabaco de 30,9 (18,6) paque-
tes por afio para los fumadores, y 26,5 (21,6) paquetes por aio para
los exfumadores.

Se obtuvieron 3 categorias segtn los valores obtenidos fueran
a) cuantificados, b) no cuantificados, y c) no detectados, segin crite-
rios definidos en el apartado Pacientes y método. La distribucién de
las frecuencias queda recogida en la tabla 2. Los valores normali-
zados de las concentraciones de los VOC vulneran una distribucién
normal.

Enlatabla 3 quedan recogidos los valores de mediana (IQR) para
cada uno de los VOC estudiados referidos a cada grupo. Unicamente
se observaron diferencias estadisticamente significativas para el
nonanal entre los 3 grupos: no fumadores 0,160 (0,160-0,215), ex
fumadores 0,160 (0,160-5.650) y fumadores 2.050 (0,160-10,25)
(p=0,04). Los valores de p, basados en el test de Mann Whitney,
comparando los grupos 2 a 2, quedan reflejados en la figura 1.

La dispersion de datos en exfumadores y en fumadores es muy
elevada, de modo que los valores de los primeros quedan incluidos
en los resultados de los segundos. De aqui se parte para unificar un
anico grupo de tabaquismo (fumadores y exfumadores), y enfren-
tarlo con el grupo de no fumadores. El estudio de la comparacién
de los datos obtenidos entre estos 2 grupos vuelve a mostrar sig-
nificacion estadistica para el nonanal entre ambos (test de Mann
Whitney (p=0,019)). El resto de los VOC no muestran diferencias
entre los grupos citados.

20
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Figura 1. Representacion de la mediana e IQR de nonanal referido a los 3 grupos de

estudio. Valores de p basados en el test de Mann Whitney.
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Tabla 3
Mediana y rango intercuartilico de cada VOC en cada grupo y valor de p

Mediana y rango intercuartilico p

No fumadores =35

Ex fumadores =24

Fumadores =30

Hexanal
Heptanal

Octanal

Nonanal

Acido propanoico

0,095 (0,095-0,200)
0,055 (0,055-0,930)
0,075 (0,075-0,750)
0,160 (0,160-0,215)
0,175 (0,105-2.090)

Acido nonanoico 0,135 (0,135-0,260)

0,095 (0,095-0,200) 0,095 (0,095-6,19) 0,181
0,055 (0,055-1.300) 0,055 (0,055-1.960) 0,701
0,075 (0,075-0,750) 0,075 (0,075-0,750) 0,604
0,160 (0,160-5.650) 2.050(0,160-10,25) 0,041
0,105 (0,105-1.840) 2.200 (0,105-6,27) 0,153
0,135(0,135-0,135) 0,135(0,135-0,135) 0,560

" Test de Kruskal Wallis.

Se realiz6 un analisis cualitativo de deteccion/no deteccion de
VOC en funcién de nuestros limites de deteccién y cuantificaciéon
(LOD y LOQ), previamente establecidos y definidos en el apartado
Pacientes y método. La distribucién de frecuencias en porcentaje
y los valores de «p» calculados con x? quedan recogidos en la
tabla 4. De nuevo el nonanal fue el Ginico compuesto que present6
diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos
(no fumadores 20%, fumadores 53% y exfumadores 29%), con una
p=0,016.

Dado que, en nuestra muestra, el nonanal esta relacionado con
el consumo de tabaco, decidimos estudiar la relacién entre la can-
tidad de tabaco fumado (expresado en paquetes por afio) y la
cantidad de nonanal exhalado. Tras aplicar el test de la correlacién
lineal de Spearman, no observamos correlaciéon entre la cantidad
de tabaco consumida y la cantidad exhalada de nonanal (p=0,823).
Tampoco se encontré correlacién entre el nonanal con la edad
y el género (hombres: r=0,05; p=0,753 y en mujeres: r=0,081;
p=0,588).

Discusion

Este trabajo evalta las diferencias existentes en la concentraciéon
de los VOC del aire exhalado en funcién del consumo de tabaco en
nuestra poblacién de estudio, formada exclusivamente por volun-
tarios sanos.

Segin los resultados obtenidos por nosotros, el Ginico com-
puesto relacionado con el tabaco es el nonanal. Su origen biolégico
es conocido y este resultado se apoya en que el tabaco provoca
estrés oxidativo, lo que genera la destrucciéon de las células y
aparecen los VOC, cuestiéon importante para su aplicacién como
marcadores de aquel. El hallazgo de nonanal es independiente de la
edad, género y cantidad de tabaco consumido, pero si esta relacio-
nado con la cualidad de «ser o haber sido fumador» o «no ser nunca
fumador». Como dato importante, no se objetivé correlacién cuanti-
tativa entre tabaco consumido y nonanal exhalado. Estos hallazgos
no se han encontrado en la bibliografia consultada. Es decir, la
aparicién de nonanal se ve influida por la cualidad de fumador, pero
es independiente de la cantidad de tabaco consumido. Obliga a pensar
en la persistencia de la lesion celular producida por el consumo de
tabaco, que mantiene un estrés oxidativo elevado, aun cuando se

Tabla 4
Comparacién del porcentaje segtin tabaquismo en el que se detectan los marcadores
en los diferentes grupos

No fumadores Ex fumadores  Fumadores p

(%) (%) (%)
Hexanal 11,4 8,3 30,0 0,059
Heptanal 25,7 37,5 333 0,609
Octanal 8,6 20,8 16,7 0,393
Nonanal 20,0 29,2 53,3 0,016
Acido propanoico 51,4 50,0 60,0 0,711
Acido nonanoico 20,0 12,5 13,3 0,670

" X2 de Pearson.

haya abandonado el habito de fumar mucho tiempo antes. El man-
tenimiento de esta alteracion celular podria evolucionar a patologia
inflamatoria o tumoral, dependiendo del polimorfismo del cito-
cromo P450 (CYP2E1, CYP1A1)8, lo que debe ser motivo de estudios
posteriores.

Revisando la bibliografia, la mayor parte de los estudios relacio-
nados con VOC en aire exhalado estan orientados hacia la basqueda
de marcadores que permitan diferenciar poblaciones con cancer de
pulmén frente a otras no tumorales. En aquellos trabajos, se dividen
los grupos de estudio en funcién del tabaquismo agrupando, por un
lado, fumadores activos y, por otro, exfumadores y no fumadores,
o sin hacer referencia clara a su cualidad de fumador o exfumador.
Aunque ha sido estudiada la determinacién de VOC en fumadores,
exfumadores y no fumadores del grupo control de muchos de estos
trabajos, los resultados siempre vienen referidos a los hallazgos
respecto a cancer de pulmén y enfermedad pulmonar obstructiva
crénica® ', pero son muy escasas las publicaciones que comparen
fumadores y no fumadores dentro de un grupo sano exclusiva-
mente en aire exhalado'2, y que permitan valorar laimportanciaala
exposiciéon del humo del tabaco como responsable del incremento
del estrés oxidativo. Chambers et al. abren una via con la detec-
cién de VOC en sangre, pero cifiéndose al estudio de hidrocarburos
aromaticos presentes en el humo del tabaco'>.

Existe una gran diversidad de compuestos descritos en la lite-
ratura, que van desde alcanos, hidrocarburos aromaticos, otros
hidrocarburos, alcoholes, compuestos carbonilicos y acidos carbo-
xilicos, y otras muchas familias de compuestos. Estudios como los
de Phillips et al.”'41>, y Poli et al.'?, que mostraban una elevadisima
sensibilidad y especificidad utilizando combinaciones de diferentes
hidrocarburos, fueron posteriormente criticados al no poder explicar
cudl era el origen metabdlico de los compuestos propuestos. Al res-
pecto es interesante la publicacién de Horvath et al.’6 desarrollando
un analisis critico de los resultados de los autores citados.

Actualmente existe una tendencia hacia el estudio de compues-
tos oxigenados como resultado de procesos de peroxidacién de
los componentes celulares. Diversos autores, en tltimos trabajos,
ya incluyen a los aldehidos y cetonas, entre otros, como posibles
marcadores de estrés oxidativo!”-22. Nuestro estudio se ha cen-
trado en aldehidos y en acidos carboxilicos (tal como se describe
en el apartado Pacientes y método), por la elevada frecuencia de
aparicién de estos 2 grupos de compuestos en multiples determi-
naciones llevadas a cabo previamente?3. Estos compuestos, cuyo
origen si es conocido, son metabolitos intermedios y finales de pro-
cesos de peroxidacién lipidica de los acidos grasos que forman
parte de las membranas celulares. Por ejemplo, hexanal, heptanal
y nonanal proceden de la oxidaciéon de los acidos grasos w3 y w6
(acidos grasos poliinsaturados [PUFA]) componentes principales de
los fosfolipidosS. En cuanto al 4cido propanoico, es un antiinflama-
torio natural, y el acido nonanoico es un resultante de la oxidacién
completa del aldehido en un entorno muy oxidante.

Hay que tener en cuenta que los VOC no solo tienen un ori-
gen sistémico sino también pueden ser exdgenos, procedentes del
aire ambiental o del humo del tabaco. Discriminar los compuestos
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de procedencia endégena de los de procedencia exégena es fun-
damental para este tipo de estudios, en los cuales la recogida y
tratamiento de la muestra previa al andlisis cobra una gran rele-
vancia. Se han propuesto diversas metodologias al respecto. Phillips
et al.?12.1415 proponen un sencillo cilculo matematico restando a
las concentraciones normalizadas de aire exhalado las ambientales.
Esta aproximacion ha sido cuestionada al no explicar la compleji-
dad de la absorcién pulmonar de los compuestos exégenos y la
exhalacion posterior tras el metabolismo de los mismos en forma
de diferentes VOC!624.25 Otro método propuesto fue el mantener
al sujeto respirando aire puro, libre de VOC, durante un periodo de
tiempo entre 4 y 30 min2. Aun considerandose un buen método,
no ha sido seguido en la mayor parte de los trabajos.

Diversos autores, incluidos nosotros, procedimos a la recogida
de las muestras a través de un Bio-VOC®, tal como se refiere en
el apartado Pacientes y método, que permite el paso a su través
del aire proveniente del espacio muerto anatémico, a fin de obviar
en lo posible la contaminacién de la muestra por aire no alveolar.
Para distinguir compuestos exégenos de end6genos, se recogi6 de
forma paralela una muestra de aire ambiental, y se compararon
ambos tipos de muestras. En lugar del método de aproximacién
descrito anteriormente por Phillips et al.®!21415 nosotros pro-
cedimos a normalizar las concentraciones con respecto al patrén
interno, utilizado como factor de correccién de la variabilidad del
proceso de desorcién de los tubos. Se asumié como compuesto
enddgeno aquel cuya relaciéon exhalado/ambiental fue mayor a 1,
ya que nos daba la seguridad de tratarse de un compuesto de ori-
gen endégeno. No obstante somos conscientes de que con este
método aumentamos la especifidad pero disminuimos la sensibili-
dad.

En conclusién, la valoracién cuantitativa o cualitativa de nona-
nal en aire exhalado esta ligada al consumo del tabaco. El resto de
los compuestos estudiados no muestran correlacién con el habito.
Existe una falta de estandarizacién en cuanto a la metodologia de
la recogida de la muestra.
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