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EnlaRegion deAnto-
fagasta — Chile la contaminacion crénica por arsénico es
causade numerosas patol ogias donde se destacan lasen-
fermedades cardiovasculares. El presente estudio detdla
laconcentracion de arsénico total y sus principal es espe-
cies encontradas en tgjidos cardiovascul ares de pacientes
gue han requerido cirugia cardiaca. Se relacionan los
nivelesdeAscon halazgos histol6gicos.

Se andlizaron muestras de tejidos obteni-
dos en  momento de la cirugia coronaria. Se recolec-
taron muestras de vena safena (VS), auricula derecha
(AD), arteria mamaria interna (AMI) y teido adiposo
(TA) de 250 pacientes autdctonos, avecindados delaRe-
gién de Antofagasta, (Grupo Expuesto) y de 25 pacien-
tes de la Regién Metropolitana, (Grupo no Expuesto). El
arsénico total se determind mediante espectrofotometria
de absorcion atdmicay las epecies presentes en dichos
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telidos por cromatografiaionica acoplada a espectrome-
triade masas. Serealiz6 un estudio histol 6gico en cortes
de bloques de parafina tefiidos con Hematoxilina — Eosi-
na, Tricrémico de Masson y Orceina Giesson.

La concentracion total de arsénico en-
contrada en la AD fue de 6,06 + 1,90 ug/g en el Grupo
Expuesto, y de 2,26 + 1,30 ug/g en el Grupo no Expuesto
(p <005). En la AD se encontraron las especies inor-
ganicas, mientras que en laVS y AMI se encontraron
especies metiladas de arsénico. En el grupo expuesto, la
VS present6 fibrosis intimal concéntrica en diferentes
grados.

La presencia de especies inorgani-
cas, la dta concentracion totd  de arsénico y € dafio
encontrado en los tegjidos cardiovasculares encontrados
en el grupo expuesto, reflejan el gran impacto de la con-
taminacion de arsénico sobre tgidos cardiovasculares de
pacientes de la Region de Antofagasta.



High levels of Arsenic in cardiovascular tissues of residents

from contaminated areas of northern Chile

Chronic contaminaion from arse-
nic observed in Antofagasta (northern Chile) has been
related to increased prevaence of different hedlth pro-
blems, foremost amnong them cardiovascular disease.
The present work describes concentrations of arsenic
and derived species in cardiovascular tissues obtained
a the time of cardiac surgery. The relation of arsenic
concentrations and histologica damage is described

Tissues obtained during performance of
coronary artery surgery including saphenous vein (SV),
mammary artery (MA), right atrium (RA) and adipo-
e tissue (AT)were obtained from 250 subjects living
in Antofagasta (exposed group) and 25 patients from
central Chile (non exposed group). Total As levels were
determined through atomic absorption spectrometry,
and species found in different tissues were identified by

Histéricamente los habitantes de la Regidn de Antofages
ta — Chile han estado expuestos a metales pesados?, entre
los que destaca & arsénico?¥(As), por contaminacion de
suelos, aire, aguay alimentos®. Las caracteristicas epide-
miolégicas de las enfermedades de esta zona difieren del
resto del pais. El cancer esunade las causas mas frecuen-
tes de mortalidad; se destaca la incidencia de los cénceres
broncopulmonar, laringeo, pid y veiga, todos presumi-
blemente asociados a la exposicion a As por via digestiva
0 aére2. El cancer broncopulmonar® presenta la més dta
incidencia de laregion llegando atriplicar € promedio
naciond. Enlaciudad deAntofagastafuelaprimeracausa
de defuncién en 19947, después del infarto d miocardio,
siendo este Ultimo 2,5 veces mayor® que € promedio na
ciona, aedades deaparicion més tempranas’.

Desde 1952, al riesgo de la poblacién por exposicion a As
del aguapor viadigestiva® se sumé el riesgo de exposicién
por via aérea, producto de la contaminacion del aire por
las fundiciones mineras'.

Varios estudios revelan una relacion postiva entre €
contenido de As en € agua de bebiday la prevalenciade
enfermedades cardiovasculares (ECV), coninfarto d mio-
cardio en individuos j6venesi®?,

En general, aun es insuficiente lo que se sabe sobre los
factores que influencian la toxicidad y el metabolismo del
As en humanos. El As inorgénico es la fraccion quimica
mds toxica, se encuentra en dos estados de oxidacién 3y

ionic chromatography associated to mass spectrometry.
Histologicd samples were stained with H-E, Masson
trichromic and Giesson orsein.

Arsenic concentrations in the RA were 6,06
+190 ug/g and 2,26 + 1,30 pug/g in the exposed and no
exposed groups, respectively (p<0.05). Inorganic spe-
cies of AS were found in the RA whereas methylated
species were found in SV and MA. In exposed subject’s
SV, different grades of concentric intimal fibrosis were
observed.

The presence of inorganic species,
the high As concentration and cardiovascular tissue da-
mage represent the serious contamination affecting the
Antofagastaregion.

Arsenic, human chronic contamination,
cardiovascular tissuelevels

5. El As inorgénico es metilado a formas menos toxicas,
Monometilarsenato (MMA) y Dimetilarsinato (DMA),
que ademds son excretables'® 4, Sin embargo, se presen-
tan considerables variaciones entrelaconcentracion dees-
tas especies quimicas en poblaciones grupaesls. A pesar
que los efectos sobre la salud humana por la exposicién
a As se estudian intensamente en varias partes del mun-
do', todavia los tejidos biomarcadores (pelo, ufig, orinay
sangre) no son totalmente claros'’, principal mente en €
caso de exposicién a As por agua de consumo humano a
niveles crénicos menores que 50 pg/L '8,

Desded punto devistadelasformas quimicasdeAspre-
sentes en tgjidos humanos!®, lamayoria de los trabajos se
refieren exclusivamente al As inorgénico® y sus formas
metiladas. El As orgédnico tiene formas no tdxicas, que se
encuentran presentes en tejidos biolégicos humanos; posi-
blemente son consecuencia de especies més estabilizadas
de As que provienen exclusivamente de la ingestién de
alimentos, como es € caso de la Arsenocalina (AsC) y
Arsenobetaina (AsB), asociadas generalmente con los dli-
mentos de origen marino?, los cuaes siguen un mecanis-
mo de biotransformacién conocido en mamiferos> . La
informacién disponibleindicaque un porcentaje mayor de
estos organometdlicos es excretado® 14, Parece no ser ne-
cesario poner atencion en otros organometdlicos ademéas
de MMA y DMA, en relacion con su eventua asociacion
con el riesgo de ECV.2+26

El presente estudio detdla la determinacion de As total



y las principales especies inorganicas y organoarsenica
les encontradas en la vena safena (VS) y en  tgjidos del
corazon: auricula derecha (AD), arteria mamaria interna
(AMI) y tejido adiposo (TA), de pacientes dela Regidn de
Antofagasta — Chile que han requerido cirugia de revas-
cularizacion coronaria.

Muegtras. En este estudio se analizaron 831 muestras,
de 250 pacientes que corresponden a trozos de AMI,
VSy de pacientes autéctonos, avecindados y pasantes
en la II Regidn, los cuales forman el Grupo Expuesto, y
97 muestras de 25 pacientes que corresponden al grupo
control, entre los cuales 10 provenian del centro y 15 del
sur del pais; todos estos pacientes fueron intervenidos en
e Hospital Clinico de la Universidad Catdlica de Chile,
en Santiago (Grupo No Expuesto), en los cuales se deter-
mind laconcentracion tota deAs. Ademés, serediz6 una
encuesta a estos pacientes, en las cuaes se consderaron
factores relacionados con d trabajo desarrollado, hébitos,
lugares de resdenciay permanenciaen laciudad.

Ladeterminacion de |os niveles basales de As se efectud
analizando 16 idénticos tejidos de 4 pacientes provenien-
tes de zonas no mineras de Espafiay sin contaminacion
ambienta por As, con andogas ECV intervenidos en la
Clinica Puertade Hierro, en Madrid.

El estudio de especies de As se rediz0 en tres muestras
del grupo expuesto a As y en tres muestras del grupo con-
trol.

El protocolo para Seres Humanos donantes de muestras
fue aprobado por & Comité de BioéticadelaUniversdad
de Antofagasta y Clinica Antofagesta, sustentado en €
Reglamento Orgénico de los Servicios de Salud.

Determinacion de As total: La minerdizacion de los
tgidos cardiovasculares (TCV) se redlizé por via hime-
da Se pesaron entre 0,5-1,0 g de muestra en reactores de
teflon, se adiciond 1 mL de agua desionizada Milli-Q, 10
mL de 4cido nitrico, 500 xL de dcido sulfuricoy 300 L
de &cido perclérico de calidad Suprapur (Merck). Luego
e llevé aun horno con un riguroso programay control de
temperatura externa entre 170 -180° C por 2 horas.

La concentracion total de As en las muestras se determi-
nd por Generacion de Hidruros, en la que se utiliza écido
clorhidrico de calidad suprapur 3M, (Merck), Hidréxido
de Sodio al 1,5% (Merck) y Borohidruro Sédico al 3%
(Aldrich).

Las mediciones de As e redizaron en un espectrofo-
tometro de Absorcién Atémica modelo GBC 909 PBT
acoplado a un Generador de Hidruros GBC HG-3000,
equipado con unamantaeectrotermal modelo GBC EHG
—3000. Como fuente de excitacion se utilizé una lampara
de catodo hueco BDL (Photron).

Determinacién de las especies de As: En tubos de cen-
trifuga se pesaron entre 0,5 — 1,0 g de muestra. Las espe-
ciesinorganicasy metiladas de As presentes en lostgjidos
cardiovasculares se extrajeron en 10 mL de metanol-agua
1:1. Lamezcla se agitd mecanicamente por 3 horasy se
mantuvo a 55°C por 10 horas y finalmente se sometieron
a ultrasonido focalizado (Bandelin Sonopuls HD-2200,
Fungilab S.A., USA) por 5 minutos. Las muestras fueron
centrifugadas (Eppendorf 5804 R, Alemania) por 15 mi-
nutos a 6000 rpm. Después de la centrifugacion el extracto
fue removido con una pipeta Pasteur y preconcentrado en
rotavapor (UNIEQUIP, USA) a40°C. El residuo sedisol-
vi6 en agua desionizada y se microfiltré en una membrana
de 045 um para su posterior andlisis.

Seinyectaron en la columna de intercambio i6nico PRP-
X100 (Hamilton, Reno, NV, USA), atravésde una vavu-
la (Rheodyne 9125 USA), 100 yL de la muestra microfil-
trada la que fue transportada por una solucién de Fosfato
de Amonio 10 mM a pH 6. La separacién cromatogréfica
se rediz6 ayudada por un sissema de ata presién HPLC
(LDC Divisén, RivieraBeach, Florida, USA).

Las especiesinorganicas y metiladas de As presentes en
los TCV, luego de ser separadas, se detectaron por Espec-
trometria de Masas con Plasma Inductivamente Acoplado
(HP - 4500 (Yokogawa Analytical System, Tokio, Japan).
La sefial analitica se monitoriza a m / z 75. La validacién
del método se redliz6 con los Materides de Referencia
DORM-1y LUTS 1.

Estudio Histoldgico: Se estudiaron cuatro casos. Cada
uno de dlos incluye muestras de AMI, VS, y AD. Se
andizaron lostgidos de 3 pacientes procedentes de An-
tofagastay de un paciente procedente de la VvV Region.
Los tejidos se estudiaron en cortes de bloques de parafina
tefiidos con Hematoxilina —Eosina, Tricromico de Masson
y Orceina Giesson.

Estudio Histoquimico: Para la locdizacion histoqui-
mica del As se utilizé el método basado en la fijacién e
impregnacion smultaneadelas piezasen unasolucion de
formol y sulfato de cobre que produce la precipitacion “in
situ” del As bajo la forma de hidroarsenito. Se realizaron
estudios histoquimicos para relacionar los niveles de As
con los hallazgos histol égicos.

Egadigtica: El Andliss estadistico se rediz6 median-
te el programa STATISTICA 6.1 (StatSoft, Tulsa, OK,
USA); Se considerd estadisticamente significativo un va-
lor p<0.05.

Astotal: EnlaFigural se muestran las concentraciones
de As en cuatro tipos de tgidos provenientes de cirugia
cardiaca de residentes en la Region de Antofagasta, res-
pecto a las mismas matrices de la poblacién control. El



grafico relaciona la magnitud de la razén grupo expuesto/
grupo no expuesto y discriminacién por tipo de tejido. Se
observaquelaconcentracion deAsen AD, AMI y TA fue
entre 2 y 2.5 veces mayor en personas expuestas que en
el grupo control (p < 0,05). En cambio, en VS el factor de
concentracion de As obtenido fue semejante entre expues-
tosy controles.

Figura 1

Relacion de niveles de As entre sujetos expuestos y sujetos contro-
les en diferentes tejidos cardiovasculares. (AD: Auricula Derecha,
TA: Tejido Adiposo, AMI: Arteria Mamaria Interna, VS: Vena
Safena)

Figura 2

Comparacion de la concentracion de As total entre el Grupo
Expuesto, Grupo No Expuesto y en sujetos con niveles basales

(Madrid).

Enla Figura?2 se observan las concentraciones totales de
As para cada tipo de tejido en la poblacién expuesta, no
expuesta y pacientes de Madrid. En poblacién expuesta, la
concentracién de Asen AD fue 6,06 + 1,90 pg/g, superior
ala encontrada en los otros tejidos (P< 0,05). La VS
también presenta contenidos altos de As 4,14 + 1,50 ug/g
(P<0)05).En AMIy TA los niveles de As fueron 1,98+
090 ug/gy 2,53 +0,82 ug/g, respectivamente (P < 0,05).

En cambio, la.concentracion total de As encontradaen los
tejidos del grupo No Expuestos, para AD fue de 2,26 +
130 ug/g, VS325+20 ug/g, AMI0,78 £ 0.3 ug/g y TA
0,89 £0,27 ug/g (P<005). A niveles basales (pacien-
tes de Espafia) las concentraciones de As encontradas en
los tejidos son significativamente inferiores, AD 0,032 +
0,007 ug/g; AMI0,040 + 0,009 pg/g ; VS 0,026 + 0,009
uglgy TA0,020 + 0,008 pg/g. Hubo una significativa gra-
diente de concentraciones a comparar los niveles de As
de los grupos de pacientes expuestos, no expuestos y los
pacientes de Madrid (p <0.05).

En laFigura 3 se observan concentraciones totales de As
de pacientes provenientes de distintas localidades de lare-
gion deAntofagasta (Antofagesta, Chuquicamata, Mantos
Blancos, Pedro de Vddivia, Maria Elena, Taltal y Toco-
pilla). Las concentraciones de As fueron similares en las
localidades mencionadas. Se puede apreciar que no hubo
diferencias significativas entre las concentraciones de As
deuntipo detgjido cardiovascular de pacientes provenien-
tesde las ditintas locdidades de laregion.

Figura 3

Comparacion de la concentracion de As total en tejido de pacien-
tes provenientes de distintos lugares geogrdficos de la region de

Antofagasta.

Figura 4

Rendimiento de la distribucion de especies de As (%) en los tejidos

cardiovasculares expuestos.



Figura 5

A) Vena safena de paciente del Grupo expuesto. Se
observa fibrosis intimal concéntrica con engrosamien-
to importante de la capa intima que llega a ser mayor
que la capa media. Tricromico de Masson X 40.

B) Vena safena de paciente del grupo no expuesto, sin

lesiones patoldgicas. Tricromico de Masson X 40.

EspeciesdeAs. LaFigura4 muestraladistribucion pro-
medio de las expecies de As en los tgjidos cardiovascu-
lares de 3 personas del grupo Expuesto que han vivido a
lo menos 5 afios en la ciudad de Antofagasta. En AD y
VS predomina el arsenito (As (III)) con un 46% y 35%
del As tota respectivamente. En e TA estén presente €
arseniato (As (V)) 23 % y la AsB 37,3%. La especie or-
ganoarsenica Monometilarsenato no se detect6 en los te-
jidos cardiovascul ares estudiados.

Estudio Histoldgico: Enlas muestras correspondientes a
AMI y VS se encontré patologia vascular de tipo fibrosis
concéntricade laintima. Se observa un engrosamiento de
la capa intima, a expensas de miofibroblastos, que afecta
atodalacircunferencia de laluz. En las muestras corres-
pondientes a VS también se demuestra fibrosis intimal
concéntrica; la lesion estd presente en diferentes grados.
En pacientes Expuestos a altas concentraciones de As, el
caso mds grave presenta fibrosis intimal concéntrica (Fi-
gura5A) con engrosamiento importante de la capa intima
que llega a ser mayor que la capa media En € estudio
histoquimico la presencia de As en la VS Expuesta, se ob-
serva por pequerios granulocitos de color verde azulado,
procedente de la precipitacion del As con € sulfato de co-

bre en solucion. La concentracion del elemento necesaria
paraproducir lalesién se desconoce.

En pacientes No Expuestos, la VS presenta la capa inti-
mal de menor grosor quelacapamuscular (Figura5B). La
AMI sdlo se encuentra afectada en 1 paciente Expuesto.
Loscortesde pared de AD no tienen lesiones objetivables.

Las concentraciones significativamente altas de As en-
contradas en el Grupo Expuesto, en relacién al grupo con-
trol dan unaideainequivocade granimpacto del elemen-
to en dicha poblacion. Los niveles bgjos de As del Grupo
No Expuesto pueden ser considerados como la concentra-
cion media de la poblacion Chilena. Sin embargo dichos
niveles son significativamente mayores que los de indivi-
duosde Madrid paraAD y AMI, pero no paraVSy TA.

LasconcentracionesmasdtasdeAsenlostgidoscardio-
vasculares, tanto del Grupo Expuesto como del Grupo No
Expuesto, fueron encontradas en la AD y VS, respectiva-
mente, pero las concentraciones de Asen laVS de ambos
grupos de pacientes no fueron significativamente diferen-
tes. Las concentraciones de As de pacientes provenientos
de digtintas |locdidades de laregion de Antofagasta fueron
semejantes, por lo cual se puede afirmar que el efecto del
As en los tgidos cardiovasculares de pacientes cardiacos
de la regién de Antofagesta es independiente del lugar
donde viven o trabgjan.

Laconcentracion total de As enlaAD y laVSfue su-
perior (p<0,05) a la encontrada en los otros tejidos. Nive-
les de As semejantes se encontraron en laAMI y TA. La
comparacion entre el Grupo Expuesto de la Regién de
Antofagesta 'y € Grupo control, muestran concentracio-
nes similares. Sin embargo, los nivelesde Asen € Grupo
dela Regién deAntofagasta son bastante atos, 2 veces
mayores que los controles chilenos y 3 veces mayor que
enlos esparioles

La digtribucion de las especies de As en los tejidos ha
mostrado que en laAD solo predominan especies inorga
nicas, siendo la concentracién de As (IIT) mayor (P<0,05)
que la concentracion de ASV) y no esta favorecido €
paso a MMA y DMA. Es interesante resdtar que en €
caso de la AD, no existe metilacion pero si reduccion a As
(111). Quizas en esta reduccion hacialaformacion de una
especie mds téxica radica el problema que se presenta en
€ tgido. No sepuedeolvidar que soloAs (V) eslaespecie
predominante en € agua de bebida y medio ambiente.
Un hecho sorprendente es que  DMA y MMA estén
ausentes en los tgjidos de la AD. Este hecho lo podemos
atribuir alos cambios metabdlicos del As, dondelostioles
enddgenos tienen un papel critico en la conversion de As
(V) aAs(lll). LasformasdeAs(I11) pueden metilarse, d
aceptar d grupo funciona delaS- adenosiimetionina, sin



embargo, en el tejido auricular se formarfan especies toxi-
casintermedias que inhiben la accion de la glutetion re-
ductasa, enzima clave para mantener las reacciones redox
propias de las células y la eficiencia de los mecanismos de
metilacion. En laV'S se encuentran mayoritariamente las
epeciesinorganicasAs (111) y As(V), y laconcentracion
de DMA esbgja, mientras que en AMI y TA las epecies
presentes son fundamentalmente AsB y As (V).

La presencia de especies inorganicas toxicas aso-
ciadas al dafio de los tejidos en individuos expuestos
refrenda la importancia de la contaminacion con As
como agente causal de patologia cardiovascular.

Este trabajo puede considerarse como un primer paso
en la investigacion de la acumulacion de As y de la
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