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FACTORES CLINICOS Y AMBIENTALES RELACIONADOS CON LOS NIVELES DE
MICROPLASTICOS EN EL LIQUIDO DEL LAVADO BRONCOALVEOLAR DE PACIENTES CON
ENFERMEDAD NEUMOLOGICA

1-TITULO

Factores clinicos y ambientales relacionados con los niveles de microplasticos en el liquido del
lavado broncoalveolar de pacientes con enfermedad neumoldgica

2-PALABRAS CLAVE

Microplasticos aerovagantes; microfibras; lavado broncoalveolar; pulmén humano; exposicion
ambiental; salud publica.

3-RESUMEN

Este proyecto, financiado por FISABIO (Fundacion para Fomento de Investigacion Sanitaria y
Biomédica) y realizado juntamente con la Universidad Politécnica de Cartagena (UPCT), el
Hospital Universitario de Elche (HGUE) y la Universidad Auténoma de Madrid (UAM), aborda el
estudio de la presencia de microplasticos en la via aérea humana inferior de diferentes pacientes
neumoldgicos y su relacidn con distintos factores ambientales y clinicos, utilizando liquido de
lavado broncoalveolar (BALF) obtenido mediante broncoscopia como material de muestra para
su identificacion. En total, han participado 44 pacientes adultos consecutivos, con una edad
media de 65 afos. Los analisis se realizaron mediante microscopia trinocular, u-FTIR para
identificacion de polimeros y SEM-EDS para caracterizacién superficial y andlisis elemental de
los microplasticos aislados. La mayoria se ha encontrado en forma de microfibra, con una
concentracién media de 9,2 items/100 ml BALF, y ha mostrado estar estadisticamente
relacionados con el sexo, con mayor concentracion en mujeres que en hombres, y la edad,
siendo mayor para los participantes de mayores de 60 afios. Otros parametros relevantes
relacionados con la presencia y abundancia de micropldsticos en BALF fueron: (a) el habito de
fumar, con diferencias en las comparaciones por pares entre fumadores activos y exfumadores
o no fumadores; (b) ocupaciones con alto riesgo de exposicidon a microplasticos; (c) residencia
urbana o rural; (d) diagndstico radioldgico; (e) crecimiento microbiano patolégico en el BALF; y
(f) diferentes pruebas funcionales pulmonares, entre otras. La posible aparicion de
contaminacién por micropldsticos se superviso a través de 18 muestras de control negativo o
blancos de procedimiento durante todo el estudio. Esta técnica minimamente invasiva ha
demostrado ser atil para la monitorizacion de microplasticos en pacientes con enfermedad
pulmonar, aunque seran necesarios mas estudios para determinar la contribucién de estos
diminutos contaminantes en las patologias respiratorias.

4-INTRODUCCION

Solo en 2020, se produjeron en todo el mundo 367 millones de toneladas de plastico, sin incluir
las fibras de polietilentereftalato (PET), poliamida y poliacrilato (PlasticsEurope, 2021). Una
parte del plastico total producido se fabrica directamente como "microplasticos primarios", es
decir, particulas de plastico de menos de 5 mm utilizadas en productos de cuidado personal o
diversas industrias manufactureras. Sin embargo, la mayoria de los microplasticos que
encontramos en el medio ambiente son "microplasticos secundarios", originados a partir de
procesos de fragmentacion de macro y mesoplasticos en particulas de tamafio micro, debido a
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procesos abidticos (hidrélisis, abrasién mecanica, degradacion térmica, procesos oxidativos) y
procesos bidticos.

Los MP son ingeridos por distintos organismos vivos, incluyendo al ser humano, por estar
presentes en alimentos, bebidas y condimentos que se consumen regularmente (Ferrante et al.,
2020; Shruti et al., 2020; Da Costa et al., 2021). En consecuencia, se han encontrado MP en
diferentes muestras biolégicas humanas, como muestras de colectomia (lbrahim et al., 2021),
heces (Pérez-Guevara et al., 2021; Yan et al., 2022), orina (Wang et al., 2021), placenta (Braun
et al., 2021), saliva (Abbasi y Turner, 2021), esputo (Huang et al., 2022) y sangre (Leslie et al.,
2022).

Algunos de estos microplasticos también pueden permanecer suspendidos en el aire, lo que
contribuye a su precipitacidn atmosférica, estudiada en distintas ciudades (Dris et al., 2016; Cai
et al,, 2017; Liao et al., 2021; Kashfi et al., 2022; Nematollahi et al., 2022). La concentracion de
estas suspensiones, particularmente para microfibras, tiende a ser mayor en interiores que en
exteriores (Gasperi et al., 2015), y en areas urbanas que en dreas rurales (Liao et al., 2021). Sin
embargo, también se han monitoreado en la atmdsfera de la Antartida (Marina-Montes et al.,
2022), lo que sugiere que el transporte aéreo es una via importante para que estos
microcontaminantes lleguen a regiones remotas (Evangeliou et al., 2020; Petersen y Hubbart,
2021). ). Las microfibras de plastico se liberan al aire desde varias fuentes , como es el caso de
los textiles (De Falco et al., 2020; Zhang et al., 2022), ademas de procesos industriales y de lavado
de ropa sintética, que afectan a su concentracién en el ciclo del agua (Napper y Thompson,
2016). Ademas, los procesos industriales, la impresion 3D, los vertederos (Amato-Lourenco et
al., 2020), las secadoras domésticas (O'Brien et al., 2020; Tao et al., 2022) y los filtros de aire
acondicionado (Chen et al., 2022b) pueden servir como fuentes significativas de microplasticos
y microfibras en entornos interiores y exteriores.

Aunque la presencia de microplasticos en el aire estd bien establecida, las consecuencias de su
posible inhalacidn para la salud humana adn no han sido investigadas suficientemente (Wright
y Kelly, 2017). Estas particulas suelen contener aditivos peligrosos (Verla et al., 2019) y pueden
adsorber y transportar otros contaminantes orgdnicos o inorganicos, como metales pesados o
bifenilos policlorados (PCBs) (Bayo et al., 2017), antibidticos (Gonzalez-Pleiter et al., 2021),
plaguicidas (Verdu et al., 2021) y microorganismos patdgenos (Amato-Lourenco et al., 2020).Se
ha publicado la presencia de algunos de estos microplasticos y microfibras conformados por
polietileno de alta y baja densidad, acrilato, poliamida, poliéster o PET, entre otros, en tejidos
pulmonares humanos obtenidos de resecciones quirdrgicas (Pauly et al., 1998; Chen et al.,
2022a; Jenner et al.,, 2022) y autopsias (Amarato-Lourenco et al.,, 2021) Ademas, se ha
demostrado una asociacion entre exposicidn ocupacional y sintomas respiratorios (Atis et al,
2005). Yee et al. (2021) encontraron microplasticos en la via aérea distal, con efecto
proinflamatorio, lo que inducia la liberacién de especies reactivas de oxigeno, y Goodman et al.
(2021) demostraron que la exposicién de células pulmonares humanas a pequefias cantidades
de poliestireno alteraba su metabolismo, inhibia la proliferacion celular y alteraba la cohesion
entre las células.

El lavado broncoalveolar es un procedimiento minimamente invasivo que se realiza de forma
rutinaria durante la broncoscopia flexible, y que permite recuperar células y elementos no
celulares en una muestra representativa de la via aérea inferior (Kebbe y Abdo, 2017). El liquido
generado en el lavado broncoalveolar (BronchoAlveolar Lavage Fluid-BALF) se obtiene mediante
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la instilacién y posterior recuperaciéon de una disolucién salina en uno o mdas segmentos
pulmonares, proporcionando informacion util sobre el estado ambiental de los alvéolos y los
bronquiolos terminales (Sartorelli et al., 2020). BALF se ha utilizado para la evaluacidn in vivo de
particulas minerales no fibrosas (incluyendo aluminio, titanio o calcita) en el tracto respiratorio
(Pairon et al., 1994), determinando la presencia de cuerpos de asbesto y la carga de fibra de
trabajadores expuestos (Dumortier et al., 2001; Alexopoulos et al., 2011; Sartorelli et al., 2020),
y para la identificacidn de fibras y particulas minerales en macréfagos alveolares (Perna et al.,
2002), entre otros estudios. Nuestro estudio tuvo como objetivo principal la determinacién de
microplasticos y microfibras presentes en el lavado broncoalveolar de pacientes vivos y su
relacidn con factores ambientales, fisioldgicos y clinicos, segin antecedentes e historial médico
de cada paciente, para identificar los posibles factores de riesgo asociados con la presencia de
estos microcontaminantes. Hasta donde sabemos, es la primera vez que se utiliza este medio
para identificar micropldasticos y microfibras en pacientes con patologias pulmonares.

5-METODOLOGIA

El estudio incluye un total de 44 pacientes adultos, sometidos a broncoscopia entre marzo y
septiembre de 2021 en el HGUE (Alicante, Espafia) segun la practica clinica habitual. Todos los
pacientes recibieron informacién del estudio y firmaron un documento de consentimiento por
escrito antes de su participacién en el mismo. La investigacién fue aprobada por el Comité de
Etica del Departamento de Salud del HGUE (ID de la aprobacién de ética: Pl 7/2021) y se
siguieron los principios de la Declaracién de Helsinki revisada. Se excluyeron del estudio los
pacientes con oximetria inferior al 94%, inestabilidad hemodindmica o con sospecha o
conocimiento de enfermedad contagiosa.

A todos los pacientes se les realizé anamnesis, examen fisico, analisis de sangre y tomografia
axial computarizada (TAC) de térax. El sexo, la edad, el habito de fumar, la ocupacion, asi como
el lugar y tipo de edificio de residencia se recopilaron en un autoinforme. El consumo acumulado
de tabaco se calculd en paquetes-afio, con base a la edad de inicio del tabaquismo, nimero de
cigarrillos consumidos diariamente y duracién del consumo de tabaco, es decir, un paquete-aiio
era de 20 cigarrillos, o el equivalente fumado diariamente durante un afio (Pedersen et al.,
2020). Las ocupaciones se clasificaron en dos grupos: (1) alto riesgo de exposicién ocupacional
a microplasticos y microfibras y (2) bajo riesgo de exposicion ocupacional a estos
microcontaminantes. Los TAC fueron revisados por expertos radidlogos de térax. El diagndstico
de cancer de pulmén se basd en un examen histoldgico realizado por un patdlogo, y los
diagndsticos restantes se establecieron de acuerdo con el médico responsable de cada paciente.
El diagndstico radioldgico se dividio en tres tipos: (1) pacientes con patologia del parénquima
pulmonar, (2) pacientes con otras anomalias detectadas mediante TAC y (3) pacientes sin
anomalias radioldgicas detectadas.
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Se realizaron pruebas de funciéon pulmonar a 30 pacientes antes de la toma de muestras
mediante un espirémetro modelo MasterScreen (Jaeger Carefusion, San Diego, USA), siguiendo
los estandares ATS/ERS (American Thoracic Society/European Respiratory Society) (Miller et al.,
2005). Se midio el volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1) y la capacidad vital
forzada (FVC). La obstruccién de las vias respiratorias se detecté segun la definicion propuesta
por la Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD): una relacién FEV1/FVC <
0,70 confirma el diagndstico de limitacion patoldgica del flujo aéreo (Rabe et al., 2007).

Recoleccion de BALF.

Las broncoscopias se realizaron con un broncoscopio modelo Pentax EB15-J10 (Pentax Medical,
Tokio, Japon). El lavado broncoalveolar se realizé segun técnica estandarizada, con sedacion
consciente durante la broncoscopia (Meyer et al., 2012). Brevemente, después de encajar el
broncoscopio de fibra dptica en un bronquio, preferiblemente en el I6bulo medio o la lingula, se
instilaron dos alicuotas sucesivas de 50 ml de disolucion esterilizada de cloruro de sodio (NaCl)
al 0,9 % (P/V) y cada una se aspir6 manualmente utilizando jeringa de plastico de 20 ml de
capacidad. El BALF se guardaba en recipiente de vidrio esterilizado con tapa de metal para el
analisis de microplasticos y microfibras (Figura 1), con un minimo requerido de 10 ml de
muestra. En el caso de presencia de masa pulmonar, se realizaba el lavado broncoalveolar
contralateral a la lesién pulmonar.
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Figura 1. Muestras de BALF y preparacion para el andlisis de micropldsticos.

Medicién de micropldasticos en BALF.

Se analiz6é una cantidad media de muestra (+ error estandar de la media) de 33,68 + 1,81 ml, con
valores minimo y maximo de 8,74 y 56,94 ml, respectivamente. Una vez en el laboratorio, las
muestras se transfirieron con cuidado a placas de Petri de vidrio de 120 mm de diametro,
enjuagando dos veces con 15 ml de agua Tipo Il (RO/DI) los recipientes de vidrio (Figura 1).
Después de secar a 602C durante la noche, debido a que las temperaturas mas altas podrian
provocar la degradacidn de algunos polimeros (Adomat y Grischek, 2021), las placas de Petri se
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observaron en microscopio trinocular con zoom Olympus SZ-61TR (Olympus Co., Tokio, Japdn),
acoplado a una cdmara digital Leica MC190 HD y el software de captura de imagenes Leica
Application Suite (LAS) 4.8.0 (Leica Microsystems Ltd., Heerbrugg, Suiza). Se capturaron
imagenes de cada una de las microparticulas y se registro el color, la forma y el tamafio en su
dimensién mas larga, con la ayuda del software Image J, antes de aislarlas en placas de Petri de
vidrio de 40 mm de didmetro para posterior analisis por u-FTIR. Debido a que la materia organica
se considerd baja en las muestras BALF y el uso de un agente oxidante para tratar las muestras
bioldgicas podria provocar la decoloracién, el blanqueo e incluso la degradacién de algunos
polimeros (Nuelle et al., 2014; Karami et al., 2017), no se llevd a cabo ningun procedimiento de
digestion de las muestras.

La composicién quimica de las microparticulas se analiz6 mediante analisis pu-FTIR, utilizando
para ello un instrumento Perkin-Elmer Spotlight™ 200i Spectrum Two con detector de teluro de
mercurio y cadmio. Cada microparticula se colocé en KBr, que se utilizé como portaobjetos, y su
espectro se registré en modo de microtransmisidn utilizando los siguientes parametros: punto
50 um, 32 escaneos y rango espectral 550-4000 cm™. Todos los espectros se compararon con
los de la base de datos Omnic 9.1.26 (ThermoFisher Scientific Inc., Massachusetts, USA) y con
nuestra propia base de datos. Se consideré que las microparticulas eran plastico cuando el ajuste
con los espectros de referencia era superior al 70 %.

Las caracteristicas superficiales y la composicidon quimica de las microfibras se examinaron
utilizando un microscopio electrénico de barrido acoplado a espectrometria de rayos X de
dispersidon de energia (SEM-EDS) (Hitachi S-3500N SEM, Hitachi High-Technologies, Tokio,
Japdn). Las muestras se montaron sobre cinta de carbdn, y se tomaron imagenes de la
morfologia de la superficie de las microfibras con varios aumentos, operando a un voltaje de
aceleracion de 15 kV y una presidon de camara de 30 Pa. La composicion elemental de cada
microfibra se cuantificd en tres puntos diferentes de su superficie, mediante un analizador
Quantax 200 EDS acoplado a SEM (Bruker AXS, Madison, WI, USA), con una resolucién de energia
del detector de 128 eV. Este es un método muy poderoso para analizar la composicion de
microplasticos, que brinda informacion detallada sobre los elementos y su distribucion espacial
dentro de la muestra, incluida la presencia de aditivos inorganicos utilizados en su formulacion
(Gniadek y Dabrowska, 2019).

La ubicuidad y la baja concentracion de microfibras y microplasticos en las muestras BALF hacen
que la contaminacion durante y posterior al muestreo sea una amenaza para la confiabilidad de
los resultados, lo que podria introducir un sesgo en su cuantificacién y una interpretacion
totalmente errénea de los resultados (Dehaut et al.,, 2019; Dioses-Salinas et al., 2020). Para
monitorear la posible presencia de contaminacién por microfibras y microplasticos, se
analizaron 18 muestras de control negativo o blancos de procedimiento a lo largo de todo el
estudio, correspondientes a: 6 blancos del disolvente NaCl (0,9 %) (47,35 + 2,79 ml, 2 blancos
por lote) y 3 blancos de contaminaciéon por suspension en el aire (1 por lote), ambos en el HGUE,
y 9 blancos de agua Tipo Il (RO/DI) (68,63 + 6,53 ml, 3 blancos por lote) en UPCT. Los resultados
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se normalizaron a los microplasticos y microfibras encontradas para cada lote. Los blancos
presentaron una concentracion media de 1,45 + 0,67 microfibras por cada 100 ml, y se usaron
como datos de fondo para calcular de manera eficiente el contenido de microfibras, restandolos
del lote BALF correspondiente. No se detectd contaminacidn en suspensién atmosférica nien la
sal de NaCl.

El tratamiento estadistico de los datos se realizé con el software SPSS 26.0 (IBM Co. Ltd, Chicago,
IL, USA). El rendimiento de ajuste del andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) se calculé con
una prueba F, y se utilizé la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher cuando la
prueba F indicaba el rechazo de la hipétesis nula (HO) para comparar datos pareados e identificar
diferencias estadisticamente significativas. Antes de ejecutar un ANOVA, se analizd la
normalidad de los datos con la prueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S). Todos los datos se
expresaron como la media + error estandar de la media (SE). Las posibles correlaciones entre
diferentes variables se evaluaron mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (r). Este
coeficiente suele estar entre -1, que indica una correlacién negativa perfecta, y +1, que expresa
una correlacién positiva perfecta, mientras que 0 indica la ausencia de una relacién. Todos los
analisis se consideraron estadisticamente significativos para un intervalo de confianza minimo
del 95 % (p < 0,05).

6-RESULTADOS Y DISCUSION

Para la identificacion de microfibras y microplasticos, se consideran de muy buena calidad y muy
representativas de las vias respiratorias inferiores las muestras BALF. Wang et al. (2019) ya
indicaron que son mas objetivas y representativas que la saliva o el esputo para reflejar el
entorno microbiano de los pulmones, y Callejon-Leblic et al. (2016) indicaron que, dado que
BALF estd en estrecha interaccién con el tejido pulmonar, es una muestra mas representativa
del estado pulmonar que otros fluidos periféricos como la sangre o la orina. Se puede llegar al
bronquio mds distal con el broncoscopio de fibra dptica, instilando alli y recogiendo el fluido
para que la muestra no se contamine con la via aérea remanente o incluso con la boca. Es un
procedimiento bastante accesible, que se puede realizar tanto en un hospital como en un centro
de salud, de bajo coste, minimamente invasivo y, en general, seguro para el paciente. En
comparacion con las muestras quirdrgicas o de autopsia, las muestras BALF permiten acceder a
un numero considerablemente mayor de pacientes, facilitando asi el estudio de posibles
asociaciones patoldgicas o de exposicidn.

La edad de los participantes oscilé entre 35 y 86 afos, con 32 participantes (72,73%) hombres y
12 participantes (27,27%) mujeres, y un valor medio de 65,10 + 0,98 afios. La indicacién mas
frecuente para realizar broncoscopia fue la presencia de una masa en el pulmén (32%), seguida
de hemoptisis (27%), y el principal diagndstico obtenido fue neoplasia pulmonar (50%). Catorce
participantes (31,82%) no presentaron ningln micropldsticos en su BALF, 12 de ellos (27,27%)
tenian solo uno, correspondiendo el resto a 18 pacientes (40,91%) cuyas muestras BALF tenian
dos o mas microplasticos. La proporcion promedio de particulas plasticas frente no pldsticas en
este estudio fue de 41,18 % y 58,82 %, respectivamente, cercana a la reportada por Huang et al.
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(2022) para esputo humano (32% vs. 68%), con una concentracién media de 9,75 + 2,49
items/100 ml BALF. La mayoria de los microplasticos encontrados tenian forma de microfibra
(97,06 %), con una concentracién media de microfibras de 9,18 + 2,45 items/100 ml BALF, y solo
el 5,88 % (0,57 £ 0,27 items/100 ml BALF) resultaron ser microplasticos particulados, sin relacién
significativa o relevante con factores ambientales, fisioldgicos o clinicos. Por ello, todos los
analisis estadisticos se centraron en la deteccidn mayoritaria de microfibras, la forma dominante
en estudios atmosféricos de ambientes interiores y exteriores (Mathalon and Hill, 2014; Dris et
al., 2017; Chen et al., 2020; Li et al., 2020). Estos resultados son similares a los encontrados por
Abbasi y Turner (2021) para la saliva humana, donde las fibras constituyeron mas del 97 % del
recuento de microplasticos, o por lbrahim et al. (2021) para muestras de colectomia humana,
en las que las forma filamentosa representaba el 96,1% de todas las muestras.

El tamafo medio de las microfibras fue de 1,73 + 0,15 mm, correspondiendo la mas larga (9,96
mm) a una microfibra poliacrilica aislada de un paciente fumador activo y zapatero de 75 afios,
con patologia del parénquima pulmonar. Aunque estos tamafnos pueden parecer demasiado
grandes para estar presentes en estas muestras, Jenner et al. (2022) han detectado tamafios
similares de microfibras en muestras de pulmén. El tamafio minimo determinado en este
estudio fue el de una microfibra de 140 um aislada de un varén de 46 afios no fumador y sin
alteraciones en su diagnostico radiolégico. Segun indican Warheit et al. (2001), la severidad de
las fibras en el sistema respiratorio es directamente proporcional, entre otros factores, a su
persistencia, incrementdndose con longitudes mayores. La concentracién media maxima de
microfibras (80,10 items/100 ml BALF) se encontré en una mujer de 63 afios, fumadora activa,
con diagndstico de neumonia y que trabajaba como agricultora. De hecho, las mujeres
mostraron una concentracion media de microfibras en BALF estadisticamente superior (5,02 +
0,64 items/100 ml de BALF) a la de los hombres (3,82 + 0,14 items/100 ml de BALF) (F = 6,118;
p = 0,015) (Figura 2). También aparecieron diferencias estadisticamente significativas en la
concentracion de microfibras segun la edad del paciente, siendo mayor para los participantes
mayores de 60 afos (4,87 = 0,30 items/100 ml BALF) que para menores de 60 afios (2,76 + 0,12
items/100 ml BALF) (F =21,091; p = 0,000) (Figura 3). Chen et al. (2022a) encontraron resultados
similares en un estudio de microplasticos en nédulos de pulmén, donde la abundancia de
microfibras en el tejido pulmonar se acumulaba gradualmente con el aumento de la edad.
Respecto al tabaquismo, 23 participantes eran fumadores activos, 15 exfumadores y solo 6 no
fumadores, con un valor medio de consumo de tabaco acumulado de 40,87 * 4,40. Como se
muestra en la Figura 4, la concentracidén de microfibras en BALF también mostré diferencias
estadisticamente significativas segun el habito tabdquico (F = 8,131; p = 0,001), con diferencias
en las comparaciones por pares mediante prueba LSD entre fumadores activos (5,26 + 0,52
items/100 ml BALF) y exfumadores (3,88 * 0,18 items/100 ml BALF) (p = 0,008), asi como entre
fumadores activos y no fumadores (3,14 + 0,21 items/100 m| BALF) (p = 0,000). Sin embargo, no
se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre exfumadores y no fumadores (p
= 0,192). Ademas, los pacientes con ocupaciones que suponian un alto riesgo de exposicion a
microplasticos mostraban una concentracion media mayor de microfibras en BALF (5,80 + 0,73
items /100 ml BALF) que aquellas con un riesgo bajo (3,65 + 0,13 items/100 ml BALF) (F = 19,496;
p=0,000), tal y como se observa en la Figura 5.

Aungque los participantes que vivian en una residencia urbana parecian tener una concentracion
media mas alta de microfibras (4,34 + 0,27 items/100 ml BALF) que los que vivian en una rural
(3,39 £ 0,24 items/100 ml BALF), esas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p =
0,166).
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Figura 2. Concentracion de microfibras en muestras BALF segln el sexo del paciente.
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Figura 3. Concentracion de microfibras en muestras BALF seglin edad del paciente.
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Figura 4. Concentracion de microfibras en muestras BALF segun habito tabaquico del paciente.
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Ademas, los pacientes del estudio que vivian en planta baja presentaban una concentracién
media menor mas baja y estadisticamente significativa de microfibras (3,44 + 0,17 items/100 ml
BALF) que los que vivian en piso alto (4,48 + 0,31 items/100 ml BALF) (F = 3,897; p = 0,051)
(Figura 6), lo que sugiere que las microfibras sufren un proceso de resuspensién desde el suelo
como resultado de las actividades antrdpicas y del movimiento (Ageel et al., 2022). Se debe
evidenciar una posible relacion entre la calidad del aire interior y la exposicién a las microfibras
para las personas que viven en un area urbana, porque permanecen principalmente en el
interior en lugar de al aire libre (Kownacki et al., 2019), y los ambientes interiores son puntos
criticos de contaminacidn por microfibras y microplasticos (Mbachu et al., 2020). Segun Dris et
al. (2017), la dilucién de los microplasticos en volimenes mas grandes de aire en el exterior
podria explicar este patron.

5,80+ 0,73

(F=19.496;p = 0,000}

3,65£0,13

Concentracion de microfibras (items/100 mL BALF)
-—

Bajo riesgo Alto riesgo

Figura 5. Concentracion de microfibras en muestras BALF segun tipo de ocupacién del
paciente.

También hubo diferencias estadisticamente significativas seglin el diagnéstico radiolégico y la
concentracion media de microfibras en muestras BALF, con 34 pacientes con patologia
parenquimatosa, 5 pacientes con otras anomalias detectadas con TAC y 5 pacientes sin
anomalias radioldgicas. Como se presenta en la Figura 7, la concentracion media de microfibras
fue superior en los pacientes con patologia parenquimatosa (1) (4,85 + 0,32 items/100 ml BALF),
que en los grupos constituidos por los pacientes con otras anomalias en el TAC (2) (3,35 + 0,14
items/100 ml BALF) y aquellos sin anomalias radioldgicas (3) (2,43 + 0,16 items/100 ml BALF) (F
=9,113; p = 0,000), aunque las comparaciones por pares mediante la prueba LSD mostraron
diferencias solo entre los grupos (1) y (2) (p = 0,007), y los grupos (1) y (3) (p = 0,000), pero no
entre los grupos (2) y (3) (p = 0,225).

Con respecto al crecimiento microbiano, los participantes que presentaban microorganismos
patégenos aislados de su BALF mostraban una concentracién media de microfibras superior
(4,76 + 0,33 items/100 ml BALF) a la encontrada en participantes asépticos (3,21 + 0,15
items/100 ml BALF) (F = 11,034; p = 0,001) (Figura 8).
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Figura 6. Concentracion de microfibras en muestras BALF segun altura de la vivienda del
paciente.
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Figura 7. Concentracion de microfibras en muestras BALF segiin anomalias radioldgicas del
paciente.

En 9 de 13 pacientes (69,23%) a los que se les diagnosticé una infeccidn respiratoria, se aislaron
organismos patdgenos en cultivos microbioldgicos, en contraste con solo el 30,77% de los
pacientes con otros diagnodsticos, lo que sugiere que los hallazgos microbioldgicos tienen
relevancia clinica. Estudios previos han demostrado la presencia de microorganismos viables en
microfibras y microplasticos recogidos en la atmdsfera (Gonzalez-Pleiter et al., 2020), siendo
bien conocido también su papel como vectores de microorganismos patégenos (Meng et al.,
2021). En este sentido, las microfibras transportadas por el aire podrian actuar como portadores
de microorganismos infecciosos en el sistema respiratorio humano.
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Figura 8. Concentracion de microfibras en muestras BALF segun la presencia o no de
microorganismos patdgenos en el cultivo del lavado broncoalveolar.

Los microplasticos y microfibras estarian incluidos en la contaminacién ambiental como parte
del material particulado, y en algunos casos podrian representar una fraccion muy importante
de este tipo de contaminante (Panko et al., 2019). La exposicién a particulas ambientales se ha
asociado en grandes estudios con deterioro de la funcidon pulmonar (Guo et al., 2019). Sin
embargo, no hay evidencia previa sobre los efectos en la funcidn respiratoria de la inhalacién de
estos microcontaminantes ambientales. En nuestro estudio, observamos una correlacion
inversa y estadisticamente significativa entre la concentracidon de microfibras y los pardmetros
FEV1 (r de Pearson =-0,598, p = 0,000) y FVC (r de Pearson =-0,355, p = 0,005). Se encontré que
la concentracidon promedio de microfibras era estadisticamente mayor en pacientes con una
relacién FEV1/FVC < 0,70 (7,27 + 1,16 items/100 ml BALF) frente a pacientes con una relacion
FEV1/FVC=>0,70 (3,45 £ 0,18 items/100 ml BALF) (F = 28,162; p = 0,000), lo que es indicativo de
alteracion ventilatoria obstructiva (Figura 9). Esta asociacidon encontrada es llamativa, dado el
pequefio tamafio de la poblacidon analizada. Aunque se requieren estudios mas amplios para
confirmar estos hallazgos, estos resultados sugieren que la inhalacidon de microfibras podria
estar asociada con una capacidad pulmonar reducida y enfermedades pulmonares obstructivas
como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).

De acuerdo con el analisis u-FTIR llevado a cabo, la gran mayoria de las microfibras se
identificaron quimicamente como un polimero semisintético a base de celulosa cominmente
conocido como raydn o viscosa (40,48 %), seguido de poliéster (19,05 %), celulosa (16,67 %) y
algododn (14,29 %). Las microfibras restantes fueron de lana sintética y acido poliacrilico,
suponiendo cada uno de ellos un 2,38% del total (Figura 10). Amato-Lourenco et al. (2021) y
Huang et al. (2022) encontraron porcentajes similares de algoddn (16,2%) y poliéster (21,63%)
en pulmén humano y esputo, respectivamente. En nuestro estudio, solamente se identificaron
dos microplasticos particulados: poliuretano y un polimero desconocido. Ademas, las
microfibras naturales, es decir, el algodén y la lana, mostraban estructuras tipicas sin



FACTORES CLINICOS Y AMBIENTALES RELACIONADOS CON LOS NIVELES DE
MICROPLASTICOS EN EL LIQUIDO DEL LAVADO BRONCOALVEOLAR DE PACIENTES CON
ENFERMEDAD NEUMOLOGICA

alteraciones obvias de la morfologia, aunque a menudo tefiidas y recubiertas de aditivos
quimicos, lo que produce una disminucidn en su biodegradabilidad (Chen y Jakes, 2001). La
Figura 11 muestra fotografias de algunas de las microfibras identificadas en las muestras.
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Figura 9. Concentracion de microfibras en muestras BALF segun la relacién FEV1/FVC del
paciente.

Las microfibras de raydn se aislaron principalmente en mujeres, con una concentracién de 2,19
+ 0,73 items /100 ml BALF, en contraste con las aisladas en BALF de pacientes masculinos (0,41
+ 0,15 items/100 ml BALF) (F = 10,769; p = 0,001). También se encontré que eran mayores en
BALF de pacientes con ocupaciones de alto riesgo de exposicién a microplasticos (2,71 + 0,92
items/100 ml BALF) que en aquellos con bajo riesgo de exposicion (0,43 + 0,14 items/100 ml
BALF) (F=14,763; p =0,000). En nuestro estudio, la gran abundancia de raydn/viscosa y poliéster
identificada en las muestras de BALF puede estar relacionada con el uso frecuente de mascarillas
durante la pandemia de COVID-19, ya que ambos materiales textiles se utilizaron mucho para
fabricar mascarillas desechables (Militky et al., 2021). Un estudio reciente realizado por Li et al.
(2021) indica que la fuente de microfibras inhaladas podria ser del aire y de la propia mascarilla,
aunque se demuestra que todas ellas reducen el riesgo de inhalacién global de microfibras
incluso cuando se usan de forma continuada durante 720 h.

El tipo de polimero identificado también varié segln la edad. Como ya se ha comentado, con el
aumento de la edad el contenido de microfibras en las muestras BALF aumentaba (Figura 3). Las
microfibras de algoddn se identificaron principalmente en muestras BALF de los pacientes mas
jévenes (58 afios), mientras que las de raydn se identificaban en pacientes de 63 afos y las de
celulosa en pacientes de 75 afos. Ademas, la concentracién media de microfibras de raydn
mostré ser mayor en muestras BALF de fumadores activos (1,76 £ 0,65 items/100 ml BALF)
respecto de exfumadores (0,32 + 0,18 items/100 ml BALF) (p = 0,027). Se sabe que este material
se emplea, entre otros usos, para la fabricacidon de filtros de cigarrillos, siendo una fuente
importante de generacién de microfibras incluso en profundidades marinas (Woodall et al.,
2014; Lusher et al., 2016) y sedimentos costeros. (Frias et al., 2016).
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Figura 10. Porcentaje de cada uno de los polimeros plasticos identificados en las muestras de
BALF.

Figura 11. Imagenes de fibras aisladas en muestras de BALF correspondientes a los polimeros:
(a) Poliéster; (b) Algoddn; (c) Lana sintética; (d) Rayodn; (e) Celulosa; (f) Acrilato.
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Con objeto de profundizar en el complejo analisis de las microfibras aisladas en las muestras de
BALF, tras su analisis fisico mediante estereomicroscopia e identificacién de polimeros mediante
K-FTIR, se llevé a cabo un analisis SEM-EDS, que proporciond imagenes de alta resolucién de sus
estructuras y morfologia de su superficie, asi como una identificacion semicuantitativa de su
composicidon elemental. Se trata de una técnica laboriosa, que requiere un esfuerzo considerable
en la preparacién y examen de las muestras. Por todo ello, los analisis SEM-EDS se limitaron a 8
pacientes aleatorios (18,18 %). El analisis se realizé sin ninguna capa conductora de coberturay
con un haz de energia de electrones de 15,0 kV. Aunque se obtuvieron imagenes con algunos
efectos de carga y una morfologia menos detallada que con un voltaje mas bajo, se pudo
registrar un mejor espectro EDS.

En total se procesaron un total de 25 microfibras diferentes utilizando SEM-EDS. El alto
contenido de carbono en todas ellas indicado por espectroscopia de rayos X de dispersion de
energia se utilizé para validar su origen polimérico (Tiwari et al., 2019). La Figura 12 muestra
algunas imagenes SEM y los espectros EDS registrados para 3 microfibras diferentes aisladas en
3 pacientes distintos. Las imagenes revelan superficies lisas concavas o convexas, sin grietas ni
fragmentacion, pero con algunos rasgufios o surcos. Se detectaron rastros de silicio y azufre en
una de ellas (Figura 12a), junto con los elementos calcio, potasio y cloro. Estos resultados
podrian estar relacionados con la exposicion a emisiones gaseosas de fuentes de combustion
para ese paciente, el Unico de los estudiados que trabaja en una gasolinera y con alto riesgo de
exposicion a largo plazo a emisiones de vehiculos motorizados (Morawska y Zhang, 2002;
Soeroso et al., 2019).

La fibra mostrada en la Figura 12b con su correspondiente espectro EDS, presenta
concentraciones mas elevadas y estadisticamente significativas para aluminio, silicio y fésforo
que para el resto de las muestras analizadas. Este resultado podria ser compatible con la
presencia de microfibras de aluminosilicato o algun tipo de amianto (Dumortier et al., 2001),
aungue este paciente no presentaba alteraciones en su diagndstico radioldgico. Sartorelli et al.
(2020) indican que el efecto del tabaquismo en el analisis citolégico de BALF de trabajadores
expuestos a asbesto es significativamente mds evidente que cualquier otro efecto, y la presencia
de compuestos de silicio y aluminio en BALF de fumadores ha sido ya ampliamente descrita
(Brody y Craighead, 1975), representando un factor de confusion frente a la deteccidn de
asbestosis (Perna et al., 2002). Finalmente, para la fibra mostrada en la Figura 12c, los elevados
niveles de aluminio en su composicidon también pueden estar relacionados con el trabajo de este
paciente en una empresa de carpinteria metalica. En cualquier caso, no se encontré ningun
adsorbido como contaminante en ninguna de las 25 microfibras analizadas ningln elemento
peligroso que pudiera llegar al tracto respiratorio del paciente y representar un problema
potencial para su salud.

7-CONCLUSIONES

Presentamos el primer estudio realizado en vias respiratorias inferiores humanas en busca de
microplasticos, que fueron analizados mediante estereomicroscopia, u-FTIR y SEM-EDS. Para
ello, se han empleado muestras del fluido obtenido mediante lavado broncoalveolar (BALF),
consideradas de buena calidad y altamente representativas de las vias respiratorias inferiores
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humanas. Se ha trabajado con 44 pacientes adultos, con edades comprendidas entre los 35y los
86 afios, de los cuales 32 (72,73%) eran hombres y 12 (27,27%) mujeres. Se han encontrado
microplasticos en la mayoria de ellos, en forma principalmente de microfibras, siendo
particularmente elevadas en fumadores y en pacientes con determinadas ocupaciones. Ademas,
la asociacién entre la concentracion de microfibras en las muestras de BALF y los hallazgos
patoldgicos, como anomalias radiolégicas, crecimiento microbiano patolégico y disminucién de
la funcidon pulmonar, plantea varias posibilidades con respecto a cuales podrian ser los
mecanismos patogénicos de las microfibras en el pulmdn. Aunque se necesitan estudios mas
amplios para definir el papel de los microplasticos presentes en el aire sobre la patologia
respiratoria, estos resultados nos alertan de que la exposicién a estas microfibras podria tener
consecuencias importantes en la salud respiratoria y que es muy probable que sea necesario
implementar medidas para reducir la exposicién humana a las mismas.

oo 05 1o 15 2o 25 a0 35 4p 45 bV

Figura 12. Imagenes de SEM-EDS adquiridas a 15,0 KV para tres microfibras diferentes aisladas
en BLAF de tres pacientes incluidos en este estudio.
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