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INVESTIGACION [CE PARTICULAS [E ORIGEN MINERAL EN TEJIDO PULMONAR.

*
por Leopoldo Ldpez Escobar

RESUMEN

Ha sido posible identificar particulas de origen mineral
tanto en tejido pulmonar de personas que habian estado ligada a la mi-
neria e industria como en la biopsia pulmonar de un paciente ajena a
talas actividades. La identificacidn de las particulas se logrd apli-
cando el método de difraccidn de rayos -X.

Se concluye que es posible no sdlo la identificacidn, sino
también la cuantificacidn de particulas minerales en biopsias de teji-
do pulmonar. Técnicas tales como la microscopia electrdnica, el mi-
crosondaje electrdnico, la fluorescencia de rayos-X, la absorcidn atd-
mica y la activacidn neutrénica pueden ayudar en la determinacién de
la naturaleza, abundancia y constitucidn elemental de las particulas
presentes en los pulmones.

ABSTRACT

The identification of mineral dust in lung tissue of ' mi-
nners, industrial workers and in the biopsy of a patient unrelated to
mining and industry has been carried out by X-ray diffraction.

The qualitative and quantitative determination of mineral
dust in biopsis of lung tissues is a possible task. Techniques such
as electron microscopy, electron microprobe, X-ray fluorescence, - ato-
mic absorption and neutron activation analysis are useful in the deter
mination of the nature, abundance and elemental constitution of harm -
ful dust in lung tissue.

INTRODUCCION

Las particulas respirables, bioldgicamente activas, han re-
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presentado por muchos afos un importante problema de salud plblica es-
pecialmente en &dreas mineras y en industrias que trabajan sobre la ba-
se de sustancias minerales. Los trabajadores expuestos a la  inhala-
cidon de dichas particulas pueden verse afectados por enfermedades pul-
monares (neumoconiosis) que varian en grado desde insuficiencias res-
piratorias hasta c@ncer pulmonar y mesotelioma. Como la gravedad de
la enfermedad parece estar vinculada.en parte a la naturaleza de la
particula mineral, es importante la identificacidn del tipo de particu
la causante del problema. Actualmente los medios principales de diag-
néstico son.la radiografia de tdrax.y la biopsia .pulmonar, Estos exid-
menes permiten. establecer una anomalia pulmonar causada por la presen-
cia de particulas minerales, pero son incapaces de identificar con cer
teza la naturaleza de 'la particula involucrada, pues los pulmones reac
cionan en forma inespecifica ante una particula extrafa cubriéndola
con una pelicula proteica (CRALLEY et al., 1968). Es tambi&n importan
te conocer la relacidn entre el grado de la enfermedad y la cantidad
de particulas que la producen a fin de poder determinar las dosis to-
lerables por el organismo.

La mayor parte del trabajo realizado -en este campo. es de ti
po estadistico.y se relaciona.con la morbilidad y mortalidad - causada
por la exposicién.a un determinado -tipo de -particula, Sin embargo, po
co se ha hecho en relacidn con la determinacifn cualitativa 'y, Bobre
todo, cuantitativa de particulas minerales en biopsias de tejido pulmo
. nar.,

Dos son los objetivos de este estudio: a) la identificacién
de particulas minerales en biopsias de tejido pulmonar, y b) la corre-
lacidn entre el tipo de particula y su abundancia con procesos patold-
gicos pulmonares. El1l logro de estos objetivos es posible mediante 1la
difraccidn de rayos-X. Este método no.causa ni alteracidn ni destruc-
cidén del material a analizar, es rdpido.y sus.resultados pueden ser
cuantitativos., No obstante; la difraccidn de rayos-X, presenta algu-
nas desventajas, como por ejemplo.no.es capaz de distinguir si el mi-
neral es masivo o.fibroso., Esta desventaja es importante ya que los
minerales fibrosos son los mds perjudiciales en este tipo de altera=-
cidn pulmonar. A veces por difraccidn - de rayos-X es dificil distin-
guir los diversos.tipos de anfibolas que pueden estar presentes.en una
muestra, y la identificaci®n del mineral se dificulta cuando éste ex-
hibe una orientacidn de preferencia. Las desventajas sefialadas pueden
obviarse sometiendo las muestras a diferentes m&todos de.andlisis como
microscopio de luz polarizada, microscopio electrdnico, microsonda e-
lectrdnica, absorcidn atdmica, fluorescencia de rayos-X, 'y activacidn
neutrdnica, lo que permitiria en definitiva la identificacidén de la o
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las particulas minerales causantes del problema pulmonar.

GENERALIDADES

Es sabido que la inhalacidn de particulas de sflice . causa
la silicosis. Este tipo de neumoconiosis se caracteriza por la forma-
cidn, en el pulmdn, de pequefios.nddulos y en casos ‘avanzados puede de-
sarrollarse una intensa fibrosis y enfisema pulmonar que dificultan la
funcién respiratoria.

En la industria del carbdn se conocen varios tipos de neumo
coniosis, tales como. la bitumisosis, la antracosis y la neumoconiosis
del trabajador del carbdm,todas las cuales son producidas por la inha-
lacidn de particulas de carbono.

Probablemente, la forma mds benigna de neumoconiosis sea la
siderosis, la cual resulta de la inhalacidn de particulas o vapores
que contiene hierro. Las formas mis serias de neumoconiosis son las
causadas por la inhalacidn de particulas de asbesto y talco.

Asbesto.es un término general para los siguientes minerales:
crisotilo, .amosita, actinolita y crocidolita. E1 crisotilo, Mg6(S:.4
010)(0H)8' es la variedad fibrosa de la serpentina. La amosita,

(Fe+2, Mg) 8 -(on) o» €8 una anfibola de naturaleza fibrosa; es la

variedad flbrosa de la grunerita. En ella el contenido de hierro ex-
presado como Fe7 18022(0H) puede variar entre 70 y 100 moles - por

ciento. La actinolita, Ca, (@ S,Fe ) (8i (OH) gs €8 también una

8022’
anfibola y en ella el contenldo de magneslo expresado como Ca M3581

8.

(OH) puede variar entre 20 y 80 moles por ciento.. La croc1d011ta,
Naz(Mg, Fé+2) (Fe 3)'2(518 22) (OH) s €8 otro miembro del grupo anfi-

oola y es la varledad fibrosa de la.rlbequlta.

Por su naturaleza fibrosa y flexible, por su incomhudtibili
dad y su baja conductividad del calor, los asbestos han sido. usados ,
por mucho tiempo, como aislantes té&rmicos y eléctricos. Pero ellos no
s86lo causan un tipo de neumoconiosis conocida como asbestosis, la cual
origina escaras en los pulmones que impiden el paso del oxigeno hacia
la sangre, sino que actfian también como catalizadores del céncer comfin
y, alln mds, pueden causar un tipo de ca@ncer conocido como mesotelioma.
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Este ltimo, ademis de ser muy doloroso, lleva a la muerte en el plazo
de un afio. Por razones alin no bien conocidas las enfermedades causa-
das por los asbestos no se hacen evidentes sino hasta 20 6 30 afios des
pués de su inhalacidn. v

_ Otro mineral de cuidado es el talco. Lste es un silicato
de magnesio hidratado, Mg3(Si4010) (OH)Z’ que se forma en rocas ultra

bésicas por alteracidn de minerales tales como olivinos y piroxenos.

Su inhalacidn produce un tipo -de neumoconiosis como talcosis. Aunque
el talco parece.ser menos peligroso que los asbestos, puede causar cén
cer al pulmén y al aparato gastrointestinal. -

Los minerales antes mencionados son los mis comunes que han
sido encontrados en tejido pulmonar. Sin. embargo, son mucho mds 1los
minerales que.pueden ser considerados como.respirables y que pueden,
por lo.tanto, alcanzar no sSlo a los pulmones sino también a otros te-
jidos ‘vitales. :Esto abre la:posibilidad:de una nueva linea de inves =
tigacifn interdisciplinaria cuyos aportes serian de gran beneficio no
g0lo a.los.trabajadores de la minerfa.e industrias que laboran en base -
a sustancias minerales, sino tambi&n al ciudadano comin.que puede to-
mar contacto con partpiculas minerales peligrosas (talco, por ejemplo)
incluso en su propio hogar.

PROCEDIMIENTO: ANALITICO

1. Preparacibn de la muestra.

El primer problema.a resolver consiste en la separacidn del
mineral del tejido pulmonar.. E1l cdme lograr &sto.depende del ' trata-
miento previo.que se le. ha dado a la muestra y del tipo de particula
en sospecha. S&8lo puede aplicarse técnicas que no destruyen al mine =~
ral,

La digestifn de la materia ergéniea.puede realizarse con u-
na solucifn.de NaOH al 25% (KING y GILCHRIST, 1945), con formamida an-
hidra o con enzimas (NENADIC y CRABLE, 1970) y con H,02 al 30% (TALVI-
TIE y BREWER, 1962). La digestidn con una solucidn de NaOH es adecua-
da para la determinacidn de materia inorg@nica total, silice y carbdn,
pero no puede aplicarse para la determinacidn de crisotilo. La diges-
tidn con formamida o enzimas es dificil de aplicar si la muestra ha si
do preservada previamente en formalina., La digestidm con H,0,, puede
aplicarse.en este iltimo.caso, pero es inadecuada para la détérmina -
cidén de carbdn (CRABLE et al., 1967).
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Si la muestra a analizar ha sido preservada en formalina,
el procedimiento a seguir puede sintetizarse como sigue: la muestra se
lava, se seca a temperaturas inferiores a 110°C, y luego se somete a
molienda en su mortero de &gata. Dada la naturaleza fibrosa del ' pul-
mén, la molienda se facilita si la muestra es enfriada a la temperatu-
ra del nitrdgeno liquido. Despu@s de la molienda, la muestra se some-
te a 110°C hasta que:.el peso .sea constante. Luegd de pesada se procede
a extraerle la materia grasa en un microextractor Soxhlet usande ..como
diluyente una mezcla azeotrdpica de-alcohol metilico (100 ml) y -cloro
formo (370 ml) (TALVITIE y BREWER, -1962). Una vez extrafda la materia
grasa, el residuo es sometido a 110°C hasta peso constante y -entonces

se efectlla la digestidn del resto de la materia orgdnica usando H202
al 30%.

Existe en la.actualidad un equipo que permite la  combus-
tidn fria de la materia orgdnica sin causar ni alteracidn de la estruc
tura cristalina de las sustancias ni volatilizacién de elementos tra-
zas (KEENAN y LYNCH, 1970).

Eliminada la materia orgédnica, la determinacidn~de la mate
ria inorg@nica se hace por.gravimetria, .Luego el residuo inorgénico
es transferido.a un frasco volumétrico adecuado con ayuda de un agente
humedizante.. La mezcla se dispersa en un bafio ultrasdnico y en segui-
da se pasa a través de microfiltro.

2, An8lisis Cualitativo

Su propdsito es identificar los.compuestos cristalinos pre
sentes en la muestra. Esta etapa puede .realizarse con una. c@mara de
Debye-Scherrer o con un difractdmetro de rayos-Xs - Minerales quimica -
mente simples, como el cuarzo, son ficiles de identificar (NENADIC vy
CRABLE, 1971).: Pero los patrones de difraccidn de rayos-X se compli-
can cuando se trata de silicatos complejos tales como talco y asbestos.
A veces estos {iltimos minerales presentan un bajo grado de cristaliza-
cifn lo que origina patrones de difraccidn con peaks anchos y poco in
tensos. Otras veces estdn contaminados con minerales de poca.importan
cia que causan interferencias sea introduciende nueves peaks o aumen -
tando la intensidad de los peaks de importancia. También los s8ilica-
tos mds complejos pueden exhibir un rango de sustitucidn isomorfa que
produce cambios en algunos espacios interplanares, cambiando asi la po
8icidn de algunos peaks. Tanto la composicidn, como los grados de im-
pureza y cristalinidad de un mineral dado pueden variar significativa-
mente de una localidad a otra, siendo &ste un factor que también pue-
de complicar la identificacidn.
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La similitud composicional presentada por muchos silicatos
aumenta la probabilidad de error en su identificacidn (NENADIC y CRA-
BLE, 1971). Por ejemplo, la tremolita, la actinolita y la ferroactlno;
lita producen patrones de difraccidn muy similares. Dos o m&s de estos
minerales integrados en una muestra pueden impedir la separacidén e i=-
dentificacidn de los componentes de la mezcla especialmente si la mues

tra no puede ser alterada o tratada por alglin otro método (NENADIC y
CRABLE, 1971),

3. Analisis Cuantitativo

Existen, b&sicamente dos té@cnicas cuantitativas de difrac-
cidn de rayos-X: el método de Comparacidn Directa y el método del Stan
dard Interno.

En el método de Comparacidn Directa, la intensidad de uno
de los elementos de la muestra se mide y compara con una curva stan-
dard que se ha obtenido por andlisis de diferentes cantidades del com~
ponente puro. Por ejemplo, si la muestra contiene talco, se usa- como
standard externo talco puro. Idealmente &ste debe obtenerse de la mis
ma fuente que el talco presente en la muestra. Se elabora. entonces. ,
una curva standard graficando la altura del peak versus la - cantidad
de talco standard. Esta relacibn es lineal.

Las interferencias pueden deberse; a) a una superimposi-
cién de un peak primario de un mineral de interé@s. (en este caso pue
de usarse un-peak secundario) y b) a la presencia en la muestra de 1la
estructura masiva del mineral que se analiza (CRABLE, 1966). Por ejem
plo, la grunerita (anfibola masiva) interfiere con los peaks primarios
y secundarios de la amosita (anfibola fibrosa). Cuando ocurre este ti
po de interferencia es necesario aplicar un factor de correccidn que
es igual a la razdén entre la cantidad de material fibroso y la suma de
las partlculas fibrosas y ma51vas. Este factor puede estimarse hacien
do uso del microscopio. -

El método comparativo es simple en cuanto a la preparacidn
de la muestra se refiere, pero puede requerir. de una mayor manipula-
cidn de los datos a fin de lograr la exactitud necesaria.

El método del "Standard Interno'" puede usarse para compen-
sar posibles inestabilidades del instrumento de rayos-X. Uno de los
aspectos mas importantes que debe tenerse en cuenta para el éxito de
este método es la adecuada seleccidn del standard interno. Segilin
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NENADIC y CRABLE (1971) los requisitos. que debe reunir um standard-in-
terno son:

a) debe poseer un peak de difraccidn intenso en las cercanfas del peak
de difraccidn més intenso ‘del mineral a analizar;

b) debe poseer un peso especifico similar al de la matriz de la mues-
tra;

c) las particulas del standard deben poseer un tamafio similar - al de
las particulas de la matriz de la muestra;

d) no debe reaccionar con la matriz;
e) su coeficiente de absorcifn debe ser similar al de la matriz;

f) debe ser similar a la matriz en dureza y.fragilidad;.
g) debe encontrarse en forma pura;

h) las particulas del standard ‘deben tener el mismo grado de orienta-
cidn que las de la matriz y

i) la sustancia que se usa como standard debe estar ausente de la - ma-
triz,

En el método del Standard Interno se preparan en primer lu
gar una serie de mezclas, en proporciones bien conocidas, del stan-
dard interno y el mineral de inter@s a fin de obtener ‘una curva de ca-
libracidn. En &sta se grafica la razdn (Intensidad del peak primario
del standard/ intensidad del peak primario del mineral) versus la pro-
porcidn en que fueron mezclados standard y mineral. Luego, se pesan
en forma exacta una cantidad de muestra y una cantidad de ‘standard vy
se mezcla en una proporcidn bien definida. Esta mezcla se determina
la razdm (Intensidad del peak primario del standard/ Intensidad  del
peak primario del mineral de interés). Esta razén en conjuncidn con la
curva de calibracidn se usa para obtener la -razén (peso del mineral en
la muestra/peso del standard interno). Esta Gltima razdn al ser multi
plicada por el cuociente (peso del standard interno/ peso de la mues=
tra) da la fraccidn de mineral en la muestra.

En caso que el peak primario del standard est@ interferido,
puede ‘usarse 'un peak ‘secundario. Como el uso de un peak secundario res
ta exactitud al andlisis, CRABLE y KNOTT (1966) sugieren llevar a cabo,
cuando es posible, la siguiente correccifn: en una muestra sin standard
interno sp determina la razdén (Ry) entre la intensidad del peak de in-
terferencia (I1) y la intensidad del peak primario del mineral es estu
dio (Iy), es decir, Ry = I /I,. Luego, en una muestra con standard in
terno se ‘determina la razdn (Ry) entre la intensidad del peak "pri-
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mario'" del standard (I3) y la intensidad del peak primario del mineral
en estudio (I,), es decir,R, = I3 /I,. La diferencia R, -R, da la ra-
zdn correcta %Intensidad del peak primario del standard/Intensidad del
peak primario del mineral).

4, Determinacidn del Carbono

La digestidn del tejide pulmonar con una solucidn de Ho0,
al 30% no es adecuada para la determinacidn del. carbono. En este ca-
so es preferible digerir la muestra siguiendo el método de KING y GIL-
CHRIST (1945) que consiste en destruir la materia orgénica con una so-
lucidn de NaOH al 25%. Luego se enfria el sistema y se lava sucesiva-
mente con alcohol etilico al 95%, con una solucidn alcohdlica de KOH
caliente y con una solucifn alcoh8lica de HC1. (CRABLE et al., 1967).
El residuo representa la materia inorgénica total. Esta se seca has-
ta peso constante y se somete a ignicidn a 380°C. La pérdida por igni
cidn representa la cantidad de carbono presente en la muestra. -

5.- Otros Instrumentos vy Métodos Analfiticos

a) El Microscopio de luz transmitida puede usarse para la deteccidn vy
a veces identificacidn de fibras que posean un difmetro superior a
1lu.

b) El Microscopio electrfnico se usa para detectar y, a veces, identi.
ficar particulas mds pequefias que 1.

c) La microsonda electrdnica puede emplearse para la determinacidn pun
tual de elementos. Este método.ayuda en la diferenciacidn de asbes
verdaderos y de seudo-asbestos (KEENAN y LYNCH, 1970). -

d) La adsorcidn atdmica, la actividad neutrdnica y la fluorescencia de
rayos-X son métodos que tambin puede utilizarse en 1la determina-
cidn de los constituyentes elementales de las particulas minerales
presentes en los pulmones.

e) El MagnetSmetro permite-la. deteccidn de asbestos en los pulmones,
estdmago 'y otros Srganos, gracias a las propiedades paramagnéticas
que exhiben estos minerales. Introduciendo trazas de material mag-~
nético (por ejemplo magnetita) en los pulmones, el magnetdmetro per
mite determinar la velocidad con que este Srgano es capaz de elimi-
nar ciertas. particulas. extrafias (COHEN, 1973).

6. Progreso Actual y Planes Futuros

En la actualidad estamos trabajando experimentalmente en el
primer objetivo de este proyecto cual es la identificacidn y cuantifi-
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cacién de especies minerales en biopsias de tejido pulmonar. Hemos si
do capaces de separar e identificar minerales tales como-asbestos y
talco no sdlo en.pulmones de mineros y obreros industriales, sino tam-
bién en una biopsia pulmonar de una paciente afectada por insuficien -
cia respiratoria y ajena a toda labor de tipo minero o industrial.

En todos los casos estudiados, la digestidn.de-la materia
inorgénica se llevd. a cabo con H904 siguiendo el procedimiento propues
to por TALVITIE y BREWER-(1962),. El.residuo inorgdnico fue sometido a
molienda en un mortero de dgata hasta que las particulas alcanzaron un
tamafio del orden de unos 3.5p. Luego,las particulas fueron transferi-
das a un tubo.capilar para irradiarlas con rayos-X en una cadmara Debye
Scherrer. Los mejores resultados se obtuvieron con ‘un tiempo de irra-
diacidn de ocho horas.usando la linea Ka del cobalto y un filtro de
hierro. Los patrones-de difrac¢ién fueron comparados con patrones de
difraccidn obtenidos previamente usando minerales puros. En el caso
de ‘la paciente con insuficiencia respiratoria, el an&lisis-de la biop-
sia pulmonar sugirid -la presencia de Talco en los pulmones. Al ser
consultada, la paciente reveld que habia usado talco durante toda su
vida‘'y durante los @iltimos afios lo usaba dos y hasta tres veces al dia
Los patrones de difraccidn del ‘talco cosm@tico. usado por la paciente
coincidieron con los ‘patrones-de difraccidn arrojados por las particu-
las separadas de la biopsia pulmenar. Esto fue considerado como evi-
dencia de que el talco era el causante de la insuficiencia respirato -
ria que afectaba a la paciente.

A fin de lograr el segundo objetivo de este proyecto (corre
lacidn entre la anomalfa pulmonar y el tipo y.cantidad de partfculas
presentes -en los.pulmones) -se estd estableciendo.contactos con diver-
sos centros. hospitalarios a fin de obtener la cantidad necesaria de
muestras. Teniendo en cuenta que los pulmones son incapaces de elimi-
nar totalmente ‘las particulas minmerales; el logro del segundo objetivo
es importante, como se menciond anteriormente, para establecer las do-
sis tolerables por el organismo.

CONCLUSIONES

Investigar si existe o no una correlacidn positiva entre la
cantidad ‘de una ‘determinada particula.mineral y procesos patoldgicos
pulmonares es una tarea posible de realizar. La difraccidn de rayos-X
permite la identificacidn y cuantificacidn de-unoo més tipos de parti-
culas minerales presentes en los pulmones. @ La.cantidad de muestra re-
querida para tal determinacidén puede ser tan pequefia como 1 gramo de
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tejido pulmonar seco. Determinaciones cualitativas pueden llevarse a
cabo ‘usando ain ‘una cantidad menor de ‘muestra. Una completa correla-
cién requiere el andlisis de diferentes &reas pulmonares y muestras
que soporten estadisticamente las conclusiones a las cuales puede lle
garse. Ademds es absolutamente necesario obtener la historia ocupa-
cional completa de las personas cuyos pulmones estin siendo analiza-
dos. TEcnicas tales como la absorcibn atdmica,:activacidn neutrdnica y
microsonda electrdnica permiten estudiar los constituyentes elementa-
les de las particulas presentes en los pulmones,
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