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Resumen

Obijetivo. Identificar particulas ambientales en bronquio y
tejido pulmonar humano por medio de la técnica SEM.
Metodologia Las muestras se fijaron por inmersion en
glutaraldehido al 2% durante 2 horas, posteriormente se
realizé un lavado con amortiguador de fosfatos 1x pH 7'y
ligera agitacion (x3) (1x, 2x y x3). Finalmente, las
muestras se desecaron de punto critico con un equipo
Samdri 795 de Tousimis. Este fue el proceso al que se
llevaron las muestras para realizar analisis EDS con un
equipo Jeol JSM 6610LV, operandose a 10kV, con
detector EDS Oxford Xmax y software AZtec de Oxford.
La observacion en el microscopio electronico de barrido
se realizo con detector de electrones secundarios. Para el
montaje se utilizd un porta muestras para microscopia
electronica de barrido, sobre un sustrato de cinta doble
cara de carbon. Se les dio a las muestras un recubrimiento
con material conductor (oro 99.9%) mediante sputtering
con el equipo Denton Vacuum V. Contribucién. En
pulmon se identificaron 21 elementos, ademas de observar
la forma y tamafio de las particulas. Dichas imagenes se
compararon con algunas otras particulas
medioambientales presentadas por autores diversos. Se
consultaron los usos de estos elementos y se identificé que
algunos de ellos se utilizan en la industria automotriz,
eléctrica y en medicina, ademas de que en la alimentacion
también tienen gran influencia.

Tejido pulmonar, SEM, Metales pesados

Abstract

Objectives. Identify environmental particles in bronchus
and human lung tissue through the SEM technique
Methodology. The samples were fixed by immersion in
2% glutaraldehyde for 2 hours, then a wash with 1x pH 7
phosphate buffer and light agitation (x3) (1x, 2x and x3)
was performed. Finally, the samples were critically dried
out with a Samdri 795 team from Tousimis. This was the
process to which the samples were taken for EDS analysis
with a Jeol JSM 6610LV equipment, operating at 10kV,
with Oxford Xmax EDS detector and Oxford AZtec
software. The observation in the scanning electron
microscope was performed with secondary electron
detector. For the assembly, a sample holder was used for
scanning electron microscopy, on a double-sided carbon
tape substrate. The samples were given a coating with
conductive material (99.9% gold) by sputtering with the
Denton Vacuum V equipment. Contribution. In lung, 21
elements were identified, in addition to observing the
shape and size of the particles. These images were
compared with some other environmental particles
presented by diverse authors. The uses of these elements
were consulted and it was identified that some of them are
used in the automotive, electrical and medical industries,
and they also have a great influence on food.

Pulmonary tissue, SEM, Heavy metals

Citacion: PENA-GARCIA, Laura, MACIEL-FLORES, Roberto, ROBLES-MURGUIA, Celiay ROSAS-ELGUERA, José.
Particulas ambientales en bronquio y tejido pulmonar humano. Revista de Ciencias de la Salud. 2019. 6-18: 10-17.

+ Investigador contribuyendo como primer Autor

©ECORFAN-Bolivia

www.ecorfan.org/bolivia



Articulo

11
Revista de Ciencias de la Salud

Introduccion

Los contaminantes mé&s comunes del aire son
particulas en  suspension entre  cuyos
componentes se encuentran metales pesados,
nitratos y sulfatos, entre otros (Perez et al., 2006;
Flores et al., 2013).

Las PM también conocidas como
material particulado (por sus siglas en inglés
particulate matter) estdn constituidas por la
mezcla de compuestos quimicos en forma de
liquidos y solidos suspendidos en el aire como
hollin, polvo, humo y neblinas (Green et al.,
2012). La contaminacion del aire incluye
"particulas gruesas inhalables"”, con diametros de
2.5 um, hasta 10 um, "particulas finas", con
didmetros menores a 2.5 um y “particulas
ultrafinas” que se refieren a las particulas
menores a 0.1 um (Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales, 2011; United
States Environmental Protection Agency, 2015,
2016). Las principales caracteristicas de estas
particulas se resumen en el (Tabla 1).

Tipo de particulas

Ultrafinas Finas (< PM2s Gruesas
(PMo.1pum) pm) (PMz25-PM1o
um)

* Nucleacion de | ¢ Condensacion | ¢ Procesos
gases de gases mecéanicos
atmosféricos, » Coagulacion (prensado,
incluidos de particulas molienda,
H2S04, NH3 y pequefias abrasion,
algunos » Reaccion de rompimiento
compuestos gases en o0 de
orgéanicos sobre las so6lidos/gotas

c | Condensacion particulas )

© de gases » Evaporacion | « Evaporacion
& | « Nanoparticulas de neblina y de aerosoles
% fabricadas vy gotas de agua | * Suspension de
b empleadas en en las que los polvos

'g productos de gases se han | « Reaccion de
§ consumo disuelto y gases en o
< generalizado. reaccionado. sobre

e particulas.

Tabla 1 Principales caracteristicas de las particulas
ultrafinas, finas y gruesas

Fuente: (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales, 2011)

En general, las causas de la contaminacién
del aire pueden ser naturales (emisiones
volcanicas, biogénicas, desérticas, marinas, etc.)
0 antropogénicas. Estas Ultimas son las que
principalmente inciden de manera mayormente
adversa sobre la calidad del aire (Querol, 2008).
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Afectaciones en la salud

La contaminacién del aire por particulas se ha
asociado a diversos efectos, agudos y cronicos,
en enfermedades respiratorias y
cardiovasculares, dadas la diversidad en
composicion quimica y tamafios. Sin embargo,
los problemas de salud que pueden generar las
particulas ultrafinas (de un didmetro menor a
100 nm) son evidentemente diferentes a los que
se pueden presentar por las PMyo (Frejo, Diaz,
Lobo, Garcia, & Capd, 2011). De hecho, las
particulas ultrafinas, dependiendo de su tamafio,
forma y composicion guimica, son capaces de
penetrar y depositarse en los diferentes
compartimentos del aparato respiratorio, en la
region extra-toracica incluyendo la boca, fosas
nasales, laringe y faringe en la region traqueo-
bronquial, de la traquea a los bronquios y en la
region alveolar que comprende los bronquiolos
y los alvéolos (Figura 1) (Castafieda-Miranda,
2016; Frejo et al.,, 2011; Utell, 2002). Las
particulas ultrafinas superiores a 10 nm se
depositan principalmente en la regién alveolar y
las inferiores a 10 nm se depositan
principalmente en la regidn extra toracica y en
una menor cantidad en la region traqueo
bronquial (Rosell etal., 2008; Aydin etal., 2012;
Hoet et al., 2004).
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Figura 1 Porcentaje de deposicion de particulas ultrafinas
en funcién de su tamafio
Fuente: (Utell, 2002)

Se estima que 1% o menos de las NPs
depositadas en los pulmones pasan a la
circulacion sistémica y a otros 6rganos.
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El aumento de la produccién y el uso de
las NPs (<100 nm) en diversos productos de
consumo (pinturas, protectores solares vy
cosméticos), nano-medicamentos y
diagnosticos, ha elevado el riesgo de exposicion
a este tipo de particulas (International Agency
for Research on Cancer, 2012).

Existen otros tipos de particulas que se
definen como fibras o material sélido con una
relacion de longitud/diametro de al menos 3/1.
La penetracion en pulmon dependera de sus
propiedades aerodinamicas. Si las fibras son
pequefias penetraran mas profundamente en los
pulmones, pero si son muy largas (> 20 micras)
quedaran atrapadas en vias respiratorias
superiores. EI mecanismo de limpieza que tienen
las vias respiratorias son los macrofagos, los
cuales fagocitan las particulas extrafias o ajenas
al pulmon, ademas de los cilios y el moco, los
cuales facilitan la expulsion del material sélido a
la boca. En cuanto a las fibras, si éstas son méas
grandes que los macrofagos, se eliminaran muy
lentamente. En el caso de las fibras, que son
inhaladas y que aparecen de manera constante en
los alvéolos pulmonares, a menudo se pueden
encontrar entre o dentro de las células que
componen las paredes alveolares. Los materiales
solidos de tamafio nanométrico Illegan
facilmente hasta los alvéolos y, en ocasiones, no
alcanzan a ser eliminados por los procesos
naturales de limpieza de los pulmones, dado que
probablemente, la cantidad de material que
ingresa es mayor que la capacidad de limpieza
del organismo (Jia et al., 2010).

El objetivo del presente trabajo fue
identificar particulas ambientales en bronquio y
tejido pulmonar humano por medio de la técnica
SEM.

Metodologia

Se solicitd al Instituto Jalisciense de Ciencias
Forenses (IJCF) la facilidad para observar
mediante la técnica SEM muestras de bronquios
principales, primeras ramificaciones o alveolos
pulmonares para buscar la presencia de
particulas. Dichas muestras pertenecieron a
individuos hallados en los municipios que
conforman el area metropolitana de Guadalajara.
Las muestras se encontraban almacenadas en sus
instalaciones 'y  fueron preservadas en
glutaraldehido al 2% en tubos Eppendorf de 1.5
ml.
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La cantidad de muestra disponible era de
medio centimetro cuadrado. Los ejemplares
observados correspondian a individuos que no
habian presentado lesiones en térax y con bajo
grado de descomposicion. Todas las muestras
observadas, un total de 12, correspondieron a
individuos fallecidos en el afio 2014. El objetivo
de este analisis fue verificar si el tipo de
particulas presentes en tejido pulmonar humano
es similar a las particulas observadas por
contaminacion del aire.

Metodologia para procesar tejidos humanos

Las muestras se fijaron por inmersion en
glutaraldehido al 2% durante 2 horas,
posteriormente se realizd un lavado con
amortiguador de fosfatos 1x pH 7 y ligera
agitacion (x3) (1x, 2x y x3 se refiere al numero
de veces que se repitio el mismo paso).

A continuacion, se aplicaron procesos de
deshidratacion con etanoles seriados:

*Etanol 40% 1 hora
*Etanol 50% 1 hora
*Etanol 60% 1 hora
*Etanol 70% 1 hora
*Etanol 80% 1 hora
*Etanol 90% 1 hora
*Etanol 100% 1 hora (2x)

NoogokrwdpE

Finalmente, las muestras se desecaron de
punto critico con un equipo Samdri 795 de
Tousimis. Este fue el proceso al que se llevaron
las muestras para realizar analisis EDS con un
equipo Jeol JSM 6610LV, operandose a 10kV,
con detector EDS Oxford Xmax y software
AZtec de Oxford. La observacion en el
microscopio electronico de barrido se realizo
con detector de electrones secundarios. Para el
montaje se utilizd un porta muestras para
microscopia electronica de barrido, sobre un
sustrato de cinta doble cara de carbon. Se les dio
a las muestras un recubrimiento con material
conductor (oro 99.9%) mediante sputtering con
el equipo Denton Vacuum V.

Resultados

A continuacion, se informa la correlacién que
entre las particulas contaminantes identificadas
en las muestras ambientales y las particulas que
se encontraron en tejido pulmonar humano
mediante la técnica SEM, para advertir sobre
posibles riesgos en la salud de las personas.
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No obstante, son muy pocos los trabajos
efectuados sobre los efectos toxicos de particulas
en estructuras celulares humanas (Paur et al.,
2011). Las principales células sanguineas
observadas en las muestras que analizamos
fueron eritrocitos, leucocitos (Figura 2),
macrdfagos y plaquetas. Los eritrocitos son las
células sanguineas mas abundantes en la sangre;
tienen forma de discos biconcavos, su didmetro
es entre 6 y 8 um, el grosor es de 2 um (Jaime et
al., 2009). Los leucocitos son un conjunto de
células que desempefian diversas funciones,
todas relacionadas con la defensa del organismo
frente a las infecciones y a la presencia de
sustancias ajenas. Son células grandes que se
clasifican en granulocitos, linfocitos vy
monocitos. Los monocitos son células grandes
de 15 a 20 um de didmetro. Estas células viajan
por la sangre y llegan al tejido conectivo, donde
se convierten en macrofagos (Gonzalez de
Buitrago, 2010). Las plaquetas son discos finos
de 2 a 4 um de diametro. Participan en la
homeostasis, en el mantenimiento de la
integridad vascular y en el proceso de
coagulacion de la sangre (Conny et al., 2011).

Eritrocitos
*

Leucocito
(monocito)

Figura 2 Eritrocitos, leucocitos

Las muestras que tuvieron mayor nimero
de elementos fueron los individuos 1y 9 con 12
elementos, con 10 elementos fueron los
individuos 4 y 11, posteriormente el 3y 12 con
9 elementos, los individuos 5 y 6 presentaron 8
elementos cada uno, el 2 tuvo 7 elementos, el 7
y 10 cinco elementos. Los elementos mas
abundantes fueron Al, Pb, As, Hg y W. Los
menos abundantes fueron Zn, Ta, Nb, Hf, Cu y
Rh. Los 6xidos de osmio y compuestos de cromo
pueden provocar congestion pulmonar y cancer,
respectivamente. El Re fue identificado en tejido
pulmonar de tres individuos. Otros metales
como Rh y Pt, los cuales son componentes
fundamentales de convertidores cataliticos de
los autos, también fueron identificados en tejido
pulmonar y son potencialmente cancerigenos.
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Es  especialmente  interesante la
identificacion del elemento metélico plata en
cuatro individuos, cuya fuente de emision puede
ser antropogénica o natural.

En Tabla 2 se describen las
caracteristicas observadas de manera general en
las muestras de tejido pulmonar obtenidas y
algunos detalles que se lograron identificar en
algunos casos, como el tipo de exposicion o
posible actividad laboral que desarrollaron y
estado de salud de la persona. En todos los casos
se observo algun tipo de particulas ajenas a
pulmon. Hay que recordar que Yu et al., (2007)
en su estudio identificé que las NPs tienden a
tardar aproximadamente 15 dias en acumularse
en tejido pulmonar y Kreyling et al., (2011)
también refiere que nano-agregados de Ag
tienen la capacidad de mantenerse en la region
intratraqueal por siete dias y aquellas NPs puras
viajan rdpidamente a otros drganos. Se encontro
que cuatro de los individuos tuvieron presencia
de Ag en las regiones observadas.

A continuacion (Tabla 2), se presentan
las iméagenes obtenidas de las muestras
analizadas, en ellas se observa detalladamente el
tejido pulmonar, asi como sus estructuras. En las
imagenes obtenidas de las muestras observadas
en SEM se identifican estructuras anatémicas,
células sanguineas, asi como cuerpos extrafios o
ajenos al tejido pulmonar.

Observaciones Particulasﬂ

F_|gura 3 Particula el
ajena al tejido pulmonar
(observada en alveolo
pulmonar), posible
fragmento de cemento.
Una particula  de
caracteristicas similares
fue observada en una
muestra de la ciudad de
Atlanta, E. U. por Conny
(2011) en muestras de
aire urbano. El identifico
que dicha particula tenia
una composicion
elemental de C, Na, Mg,
Al, K, Fe (Conny et al.,
2014).
Figura 4. Presenta
células gigantes, posible
reaccibn a  cuerpos
extrafios en el tejido
(observada en alveolo
pulmonar).
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Figura 5. Fragmento de
algin  mineral o de
material plastico, mismo
que en ocasiones se ha
encontrado en estomago
(observada en alveolo
pulmonar).

Figura 6. Grano de polen
y fragmentos de fibras
(sobre tejido conjuntivo
y colagena).

Figura 7. El individuo
pudo haber estado
asociado a actividades
eléctricas, como focos
ahorradores, empaque 0
desecho de los mismos;
se dedujo por el
contenido de Hg en la
muestra.

Particulas raras
(observada sobre
alveolo pulmonar).

Figura 8. Particula ajena
a tejido  pulmonar

(observada dentro
alveolo pulmonar), con
caracteristicas de

particula  atmosférica,
similar a la particula
observada en  una
muestra colectada
cercana al centro de la
ciudad de Los Angeles,
E. U. por Conny et al.,
(2014), tomada en filtros
de fibra de cuarzo
purificados por calor en
un impactador virtual
dicotomico (Conny et
al.,, 2011),

Figura 9.  Posible
individuo con
inmunosupresion
importante o  VIH.
Tejido muy deteriorado,
con proceso
inflamatorio
significativo.

Pudo haber estado
asociado a adicciones
por inhalacién de alguna
droga o también el
individuo pudo  ser
fumador.

Se observd levadura,
posible moniliasis por
Candida (observada
dentro alveolo
pulmonar).
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Figura 10. Particula
ajena a pulmén,

aparentemente
fragmento de material
pléastico (observada
dentro alveolo
pulmonar).

Figura 11. Particula
ajenas al tejido
pulmonar  (observada
sobre alveolo

pulmonar), similar a la
particula observada en
una muestra de la ciudad
de Atlanta, E. U. por
Conny  (2011) en
muestras de aire urbano
(Conny et al., 2014).

Figura 12. Se observan
particulas  ajenas  al
tejido pulmonar (flecha)
(dentro alveolo
pulmonar), como las
observadas en una
muestra de la ciudad de
Atlanta, E. U. por Conny
et al., (2011), asi como
también se evidencia
que el individuo
presento hemorragia
(abundante presencia de
eritorcitos).

Figura 13. Particula
ajena al tejido pulmonar
(observada dentro
alveolo pulmonar)
similar a la particula
observada en  una
muestra de la ciudad de
Atlanta, E. U. por Conny
et al, (2011) en
muestras de aire urbano
(Jaime et al., 2009).

Figura 14. Particulas
ajenas a pulmén
(observada dentro
alveolo pulmonar).

Figura 15. Macrofagos
alveolares cuya funcién
consiste en fagocitar
microorganismos y
restos celulares
(Junqueira et al., 2005)
(observados dentro del
alveolo pulmonar).

Figura  16. Cilios
respiratorios,
encargados de la
limpieza de vias
respiratorias (sobre la
parte  terminal  del
bronquio principal), se
observan algunas micro
particulas adheridas a
los cilios.
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Figura 17. Posible parte
o fragmento de insecto
(quitina), como antena o
pata (observados dentro
del alveolo pulmonar).

Abundante cantidad de
bacterias.

Figura 18. Gran cantidad
de bacterias y
micrococcus (flecha
roja) (observados dentro
del alveolo pulmonar).

El individuo pudo haber
tenido un problema de
inmunosupresion
importante o VIH.
Figura 19. Probable
fragmentos de pléastico
(observados dentro del
alveolo pulmonar).
Abundante presencia de
bacterias.

Figura 20. Probable
fragmento de plastico
(observados dentro del
alveolo pulmonar).
Abundante presencia de
bacterias.
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Conclusiones

En pulmén se identificaron 21 elementos,
ademas de observar la forma y tamafio de las
particulas. Dichas imagenes se compararon con
algunas otras particulas medioambientales
presentadas por autores diversos. Se consultaron
los usos de estos elementos y se identificd que
algunos de ellos se utilizan en la industria
automotriz, eléctrica y en medicina, ademas de
gue en la alimentacion también tienen gran
influencia. Se demostré que las particulas
ambientales son capaces de pasar las barreras
naturales del cuerpo y llegar a sitios muy
distantes siendo su tamafio fundamental para que
esto suceda: mientras mas finas van a viajar mas
lejos tanto dentro como fuera del organismo.
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