Andlisis y deteccion de fibras en tejido pulmonar

Analysis and detection of fibres in the pulmonary tissue

J. Hueto', E. Almudévar®

RESUMEN

Las técnicas microscopicas para el analisis de
fibras en tejido pulmonar y lavado broncoalveolar han
aportado informacion de gran interés para un mejor
entendimiento de las enfermedades relacionadas con
la inhalacién de asbesto. Estas pruebas sirven de
ayuda para establecer una estimacion individual de la
exposicion previa al amianto.

Un andlisis mineralogico de la concentraciéon de
fibras intrapulmonares puede ser necesario en algunas
ocasiones especiales, como por ejemplo cuando los
datos obtenidos en la historia ocupacional sean poco
relevantes o inconclusos.

Por todo ello, este tipo de estudios se utiliza cada
vez mas en trabajos clinicos y en la resolucién de pro-
blemas medicolegales, pero la complejidad de alguno
de ellos hace conveniente la creacion de laboratorios
de referencia que permitan la homogeneizacién meto-
dolégica y faciliten la comparacién de resultados.

Las enfermedades pleuropulmonares relacionadas
con la inhalacién al asbesto son consideradas como de
tipo profesional y, por tanto, estan sujetas a una serie
de requisitos legales para su reconocimiento y posible
compensacion. Una historia de exposicion con periodo
de latencia adecuado, junto con un cuadro clinico-
radioldégico compatible, puede ser suficiente para el
diagndstico pero, en determinadas situaciones, como
por ejemplo cuando los datos de exposicion no son
precisos, el analisis y deteccion de fibras de asbesto en
muestras respiratorias o de tejido pulmonar puede ser
aclaratorio.

Palabras clave. Asbesto. Lavado broncoalveolar.
Fibras.
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ABSTRACT

Microscopic techniques for the analysis of fibres
in pulmonary tissue and bronchovesicular washing
have provided information of great interest for a
better understanding of diseases related to the
inhalation of asbestos. These tests serve to help in
establishing an individual estimation of previous
exposure to asbestos.

A mineralogical analysis of the concentration of
intra-pulmonary fibres can be needed on some special
occasions, for example when the data obtained from
the occupational history are of scarce relevance or
inconclusive.

For these reasons, this type of study is
increasingly used in clinical work and in resolving
medico-legal problems, but the complexity of some of
them makes the creation of reference laboratories
useful as they make methodological homogenisation
possible and facilitate the comparison of results.

Plueropulmonary diseases related to inhaling
asbestos are considered to be of occupational type and
are therefore subject to a series of legal requisites for
their recognition and possible compensation. A history
of exposure with a suitable latency period, together
with a compatible clinical-radiological picture, can be
sufficient for the diagnosis but, in certain situations,
such as when the exposure data are not precise, the
analysis and detection of asbestos fibres in respiratory
samples or from the pulmonary tissue can be
clarifying.

Key words. Asbestos. Bronchovesicular wash.
Fibres.
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INTRODUCCION

Siempre que se vaya a estudiar a una
persona con antecedentes de exposicion
al asbesto debe realizarse una cuidadosa
historia laboral investigando, entre otros
aspectos, el tiempo de exposicion y el
puesto de trabajo, el tipo de asbesto, y la
utilizacion o no de medidas preventivas.
Puede servir de ayuda para ello la aplica-
cion de cuestionarios especificos.

Las fibras de asbesto permanecen en el
aire largos periodos de tiempo, lo que favo-
rece el riesgo de inhalacién. Su capacidad
de penetracion en el aparato respiratorio,
asi como la cantidad de ellas retenidas en el
pulmon, esta en funcién del tamafio, canti-
dad y eliminaciéon posterior de las fibras
inhaladas. El sistema de “aclaramiento
mucociliar” elimina la mayor parte en un
tiempo relativamente rapido que oscila
entre varios minutos a unas doce horas; sin
embargo, una proporciéon variable, que
depende de la cantidad y tipo de fibras asi
como de la eficacia de depuracién, alcanza
el intersticio pulmonar. En general el criso-
tilo tiene una vida media de meses, mien-
tras que los anfiboles pueden permanecer
durante décadas en el pulmén',

El didmetro medio de las fibras encon-
tradas en los alvéolos suele ser de menos
de 1pm, pero un namero considerable son
tan pequenas que escapan a la resolucion
del microscopio 6ptico (MO), siendo sélo
visibles mediante microscopia electrénica
(ME).

El paso desde la luz del espacio aéreo
hasta el intersticio puede tener lugar por
el transporte en el interior de los macroéfa-
gos, por penetracion directa a través del
epitelio (ya sea dentro de las células epite-
liales o entre ellas) o por la organizacién
de un exudado intraluminal después de
lesién epitelial’. El mecanismo por el cual
las fibras alcanzan la pleura, aunque no se
conoce del todo, posiblemente implique el
sistema linfatico pulmonar a través de los
vasos intercostales y diafragmaéticos®.

CUERPOS FERRUGINOSOS O
CUERPOS DE ASBESTO

Los cuerpos ferruginosos (CF) son
fibras inorganicas inhaladas que, tras
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depositarse en las vias respiratorias infe-
riores durante periodos de 4-6 meses, son
recubiertas de ferroproteina. Solo una
minoria de las fibras inhaladas forman CF
ya que éstos se forman Gnicamente sobre
fibras largas mayores de 10pm°. El atrapa-
miento del material extrafio por una capa
de hierro-glucoproteinas no es exclusivo
del asbesto y se ha podido evidenciar en
seres humanos con distintas particulas
como talco, mica, carbono, tierra diatoma-
cea, zeolita, carburo de silicio e incluso el
mismo hierro’. Con excepcién de la zeolita,
estos cuerpos ferruginosos distintos del
asbesto por lo comun se pueden distinguir
por el aspecto de la fibra, la cual es delga-
da y trasliacida con el asbesto, y negra o
coloreada y gruesa con otras particulas.
Dado que en méas del 95% de los casos el
material inorganico presente en el interior
del CF corresponde a una fibra de asbesto,
en la practica clinica los términos CF y
cuerpo de asbesto suelen considerarse
sinénimos™.

La mayoria de los CF miden de 2 a 5 pm
de ancho y de 20 a 50 pm de longitud. Su
forma es muy variable segin la longitud de
la fibra, la cantidad y el patrén de dep6si-
to del revestimiento de proteinas-hierro, y
si el cuerpo estd entero o fragmentado.
Esto Gltimo ocurre a menudo y a veces se
forman proyecciones bulbosas en ambos
extremos de la fibra, lo que genera un
aspecto en “palillo de tambor” (Figs. 1 y 2).
La mayoria de los CF son rectos y su cen-
tro habitualmente consiste en anfiboles,
sobre todo amosita y crocidolita; es proba-
ble que la escasez relativa de centros de
crisotilo sea el resultado de la tendencia
de esta sustancia a disolverse y fragmen-
tarse en formas que son demasiado cortas
como para formar cuerpos’. Por tanto, la
concentraciéon pulmonar de CF se correla-
ciona con la cantidad de fibras de anfibo-
les en el pulmén pero no con la cantidad
de fibras de crisotilo™.

En los cortes tisulares, los CF se
encuentran por lo comin en los macrofa-
gos y pueden estar ubicados en el tejido
intersticial o en los espacios aéreos, pero
también pueden estar presentes en los
ganglios linfaticos hiliares y mediastinicos
e, incluso, en 6rganos viscerales extratora-
cicos'.
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ANALISISY DETECCION DE FIBRAS EN TEJIDO PULMONAR

Figura 1. Tincidn para grasas (Lipid Crimson) en muestra de lavado broncoalveolar. Se aprecia la con-
figuracion tipica de un cuerpo de asbesto consistente en una estructura alargada con un
revestimiento arrosariado de hierro y proteinas que permite identificar en algunos puntos de
su interior la fibra de asbesto como una linea clara y delgada.

Figura 2. Tincidon de Giemsa en muestra de lavado broncoalveolar en la que se aprecia un cuerpo
ferruginoso que adopta la forma caracteristica en palillo de tambor.
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DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION
INTRAPULMONAR DE ASBESTO

Aunque la historia laboral es una herra-
mienta util para identificar la exposicion
previa al asbesto® el hecho de que este
mineral se haya utilizado en casi todos los
sectores industriales y en mas de 3.000 apli-
caciones diferentes hace que, en ocasiones,
la recogida de informacién sea dificil.

Las ventajas e inconvenientes de la MO
y ME se resumen en la tabla 1. La MO es un
método sencillo pero s6lo permite detec-
tar las fibras largas y los CF.

Identificacion de cuerpos
ferruginosos en tejido pulmonar

El andlisis cuantitativo del tejido pul-
monar representa el “gold standard” para
conocer la concentracion de CF en el pul-
mon, de ahi que sea la técnica recomenda-
ble para el estudio de las patologias rela-
cionadas con el asbesto siempre que se
disponga de muestras de tejido pulmo-
nar*‘. Para poder realizar el recuento de la
concentraciéon de CF en el pulmén se
requieren muestras pulmonares de al
menos mediano tamafno, por lo que no
puede aplicarse sobre biopsias transbron-
quiales.

Estas muestras de 2-4 cm® son someti-
das a un proceso de secado a 60-70°C
durante 24 a 48 horas y después pesadas;

posteriormente se les somete a un proceso
de digestién quimica con hidréxido potési-
co o hipoclorito sédico al 5% y finalmente
centrifugadas y filtradas a través de un fil-
tro de policarbonato®*". Para realizar el
recuento de los CF visualizados el material
obtenido se examina mediante MO, y el
resultado se expresa en nimero de CF por
gramo de tejido pulmonar seco dividiendo
el nimero de CF contados por el peso seco
de la muestra. La cuantificacién de mas de
1.000 CF.g" en tejido pulmonar seco se con-
sidera indicativa de exposicion importante
que puede originar enfermedad®'*".

Sin embargo, aun en presencia de
enfermedad fibrética con una carga eleva-
da de fibras de asbesto, los CF pueden ser
escasos o pueden estar ausentes en los
cortes tisulares de algunos pacientes de
tal forma que el cociente de las fibras de
asbesto no revestidas identificadas
mediante MO respecto a las identificadas
mediante examen de ME puede variar
desde alrededor de 7:1 hasta 5.000:1 segiin
diferentes series®.

Identificacion de cuerpos
ferruginosos en esputo y lavado
broncoalveolar

El estudio cualitativo o demostracion
de CF en las secreciones respiratorias rea-
lizado mediante MO tras centrifugacion, y
expresado como la presencia de CF, forma

Tabla 1. Ventajas y desventajas de la microscopia 6ptica frente a la microscopia electrénica como
método de identificacion de fibras y cuerpos de asbesto en tejido pulmonar y secreciones

respiratorias

Método Ventajas Desventajas
Microscopia Réapido y sencillo Baja resolucion. Sélo puede detectar
optica Barato fibras >0,2 pm.

Permite detectar concentraciones

de 0,1 CF mL" 0 30 CF g’ en un
tiempo razonable

Consecuentemente limitada sélo a la
identificacion de CF y fibras largas.

No permite la identificacion del tipo de
fibra

Microscopia

electrénica fibras de 0,01 pm con el MET

Permite la identificacién del tipo de
fibra y la determinacion de sus

dimensiones

Alta resoluciéon. Puede detectar

Laborioso y caro

El estudio en concentraciones inferiores
a 50 fibras.mL" o0 50.000 fibras.g"
requiere mucho tiempo

CF: Cuerpos ferruginosos; MET: microscopia electrénica de transmisién. Modificado de De Yuyst®.
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parte de la practica habitual de todos los
laboratorios de citologia y en la practica se
considera suficiente para identificar a un
paciente expuesto'®. Sin embargo, la sensi-
bilidad del estudio de CF en el esputo o
aspirado bronquial es muy baja, siendo
so6lo positivos aproximadamente el 50% de
los casos en los que haya existido una
intensa exposicion ocupacional o laboral y
siempre que presenten concentraciones
de asbesto en el parénquima pulmonar
capaces de causar enfermedad".

Por otro lado, en nuestro pais Pifarré y
col', estudiando mediante el analisis cuali-
tativo de muestras de lavado broncoalveo-
lar (LBA) una serie de 40 pacientes con
exposicion previa documentada al asbes-
to, obtuvieron una sensibilidad del 55% y
una especificidad del 87%. Esta baja sensi-
bilidad obliga, seglin estos autores, a la
realizacion en determinados casos de estu-
dios cuantitativos de los CF en LBA para
identificar correctamente a los pacientes
con concentraciones de asbesto en el
parénquima pulmonar potencialmente
causantes de enfermedad y, de esa forma,
reducir al minimo el infradiagnoéstico.

Diversos estudios han demostrado una
buena correlacion entre el analisis cuantita-
tivo de los CF en LBA y la cantidad de CF
existentes en el tejido pulmonar®'®"*". La
tabla 2 muestra los resultados de tres de
estos estudios poniendo de manifiesto que
una concentracion >1 CF mL* en LBA se aso-
cia con una alta probabilidad de tener mas
de 1.000 CF g' en tejido pulmonar seco; es
decir una concentracion >1 CF mL' en LBA
es indicativa de exposicion relevante al
asbesto.

ANALISISY DETECCION DE FIBRAS EN TEJIDO PULMONAR

Identificacion de fibras de asbesto
en el tejido pulmonar

Unicamente en el 1% de las fibras de
amianto depositadas en el parénquima
pulmonar se forman CF debido a que,
como ya se ha comentado, esto ocurre
sobre fibras largas mayores de 10 pm y el
resto de fibras y fragmentos menores no se
recubren con facilidad. Este hecho deter-
mina que puedan existir marcadas diferen-
cias entre la concentracién de CF y la de
fibras en el tejido pulmonar®"; por ello, en
determinadas ocasiones puede ser reco-
mendable la cuantificaciéon de fibras de
asbesto en el tejido pulmonar, como por
ejemplo cuando la determinacién de CF en
trabajadores expuestos no demuestre con-
centraciones capaces de causar enferme-
dad, o en aquellos sujetos expuestos a
fibras de crisotilo.

De todas formas, la necesidad de tener
que disponer de muestras validas de teji-
do pulmonar hace que este tipo de estu-
dio sélo se realice en situaciones excep-
cionales.

Las técnicas de microanélisis con ME
constituyen el método mas sensible para
conocer la concentraciéon de fibras en el
tejido pulmonar; permiten contar e identi-
ficar a todas las fibras, pero son complejas
y disponibles en muy pocos laborato-
rios**. En méas del 90% de ellos se utiliza la
microscopia electréonica de transmision
por ser la de mejor resolucion (MET).

Para la realizacién del microandlisis se
efectia previamente el secado y digestion
del tejido, siguiendo el mismo procedi-
miento que el descrito para la medicién de
CF. El nimero de fibras se cuenta median-
te ME y su concentraciéon se expresa en

Tabla 2. Correlacién entre las concentraciones de CF detectadas en el parenquima pulmonar y en el
LBA mediante microscopia 6ptica en tres estudios internacionales.

Referencia N? de casos CF en tejido seco (CF g") para 1,10 y 100 CF mL"' en LBA
1 CF mL! 10 CF mL! 100
19 69 1.800 10.500 62.000
18 100 2.200 10.600 51.000
13 65 2.500 9.500 37.000

CF: Cuerpos ferruginosos; LBA: Lavado broncoalveolar.
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fibras por gramo de tejido pulmonar seco.
Un recuento mayor de 1.000.000 de fibras
de més de una micra de longitud, o de mas
de 100.000 fibras superiores a cinco
micras, por gramo de tejido pulmonar
seco se considera como marcador de un
deposito pulmonar elevado de asbesto,
potencialmente causante de enfermedad
pleuropulmonar?®®. El tipo de fibra encon-
trada puede ser identificada mediante ana-
lisis de energia dispersiva de rayos X
(EDXA), técnica que requiere de un apara-
taje especifico para la preparaciéon y pro-
cesado de la muestra. La cuantificacion de
fibras de asbesto con ME, en comparacion
con los anélisis rutinarios de CF por MO,
estd sujeta a una mayor variabilidad entre
laboratorios. En la figura 3 se resume los
resultados obtenidos al analizar por cinco
grupos de trabajo europeos seis muestras
de tejido pulmonar mediante MET siendo
evidentes las diferencias®. Por ello, se
hace necesario que estos estudios se reali-
cen en centros con suficiente experiencia,
siendo conveniente la creaciéon de labora-
torios de referencia que faciliten la homo-
geneizacion metodoldgica y la compara-
cién de resultados®.

30
25
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Fibras anfiboles

Laboratorio

En resumen, en pacientes con enferme-
dades como el mesotelioma, una historia
de exposicion al asbesto con periodo de
latencia adecuado normalmente suele ser
suficiente para el diagnéstico y para adop-
tar las consideraciones medicolegales que
de ello puedan derivarse. En aquellos
casos en los que la historia laboral no sea
suficientemente precisa, o cuando se trate
de enfermedades menos especificas como
el cancer pulmonar, puede ser necesario la
realizacién de otros estudios. De entre
ellos, la determinacion de fibras de asbes-
to en tejido pulmonar mediante microsco-
pia electrénica es el que aporta mayor sen-
sibilidad, pero el hecho de que se precisen
muestras validas de parénquima pulmonar
hace que se realice en raras ocasiones. Se
ha demostrado que la cuantificacién de
cuerpos asbestoésicos en muestras de lava-
do broncoalveolar, aunque con menor sen-
sibilidad, guarda una buena correlacion
con el contenido de cuerpos asbestdsicos
en el tejido pulmonar, constituyendo una
técnica (til para identificar a algunos suje-
tos con concentraciones de fibras en
parénquima pulmonar suficientemente ele-
vadas como para causar enfermedad.

—4— Muestra 1

m- Muestra 2
—4 Muestra 3
Muestra 4
Muestra 5

Muestra 6

Fibras anfiboles (10° fibras.g" de tejido pulmonar seco); TEM: Microscopio electrénico de transmision

(Modificado de De Yuyst®).

Figura 3. Variabilidad obtenida en cinco laboratorios europeos al analizar el contenido de fibras de
anfiboles en tejido pulmonar mediante TEM en seis muestras diferentes.
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