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Thiomersal effect on brain of Guinea pig
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto de Tiomersal sobre el encéfalo de Cavia porcellus. Material y
Meétodo: Se trabajé con 10 especimenes machos de Cavia porcellus de 7 dias de nacidos, los
cuales fueron distribuidos al azar en dos grupos: Grupo Testigo (recibié Soluciéon Salina
Fisiologica 9%,, por via intramuscular 20 uL a los 7 dias, 9 dias y 11 dias de nacidos) y Grupo
Problema (recibié Tiomersal en dosis de 28.4 ug/kg a los 7 dias de nacidos, 21.6 pg/kg a los 9
dias de nacidos y 18.4 pg/kg a los 11 dias de nacidos). Se pesaron los especimenes cada
semana. A los 25 dias de nacidos se evalud el peso de los animales en estudio; luego se
procedié a su sacrificio y a la extracciéon del encéfalo para su el estudio histopatolégico.
Resultados: Se observo una diferencia significativa de aumento de pesos corporales a los 25
dias de nacidos en el grupo testigo (o= 0.007), y en el estudio histopatologico se observo
necrosis de las células de Purkinje y de las células granulares (capa granulosa) y
desmielinizacion axonal en el grupo problema. Conclusién: Se concluye que el tiomersal
tiene un efecto neurotdxico en Cavia porcellus.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of Thimerosal on brain of Guinea pig. Methods: We
worked with 10 male specimens of Guinea pig 7 days old, which were randomized into two
groups: Control group (received Saline Physiological 9%, intramuscularly, 20 uL at 7 days, 9
days and 11 days old) and Problem group (received Thimerosal in doses of 28.4 ug/kg at 7
days of age, 21.6 ug/kg at 9 days old and 18.4 ug/kg at 11 days old). Every week specimens
were weighed. At 25 days of age the weight and size of the animals under study was assessed;
then proceeded to slaughter and extraction of the brain for histopathology. Results: An
significant difference in weight at 25 days of age compared with control group (a= 0.007),
and observed histopathology necrosis of Purkinje cells and granule cells (granular layer), and
axonal demyelination in the problem group was observed. Conclusions: We conclude that
thimerosal has a neurotoxic effect.
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INTRODUCCION

Las vacunas previenen enfermedades
que antes causaban grandes epidemias,
muertes y secuelas. Son medicamentos
bioldgicos que aplicados a personas sanas
provocan la generacion de anticuerpos que

acttan protegiendo ante futuros contactos con
los agentes infecciosos, evitando la infeccion
o0 la enfermedad, para ello toda vacuna que es
envasada para multidosis, requiere la
presencia de conservantes para evitar el
crecimiento de bacterias que pueden

! Estudiante de la Facultad de Farmacia y Bioguimica.Universidad Nacional de Trujillo — Per.
? Docente Céatedra de Toxicologia. Facultad de Farmacia y Bioquimica. Universidad Nacional de Trujillo — Per.

*Autor para correspondencia: cchacaltana90@gmail.com



Calderdn S. et al. Revista Pharmaciencia Vol. 03, Num. 01 (2015): 25-30

introducir, siendo uno de ellos el tiomersal o
timerosal 2.

El tiomersal, timerosal, tiosalicilato
sodico de etilmercurio o mertiolato es un
compuesto 6rgano mercurial que estd
presente en las vacunas. Varios productos
que contienen  tiomersal han  sido
precalificados por la Organizacion Mundial
de Salud (OMS) y son suministrados por los
organismos de adquisicion de las Naciones
Unidas. Dentro de las vacunas que contienen
tiomersal, tenemos a las vacunas contra la
difteria, el tétanos y la tos ferina (DTP), la
hepatitis B, la rabia, la gripe y las infecciones
por Haemophilus influenzae de tipo b (Hib) y
meningococos **.

Las vacunas para seres humanos
contienen concentraciones de tiomersal desde
0,001% hasta 0,01%. EI tiomersal es un
compuesto constituido practicamente en
49.6% por etilmercurio; por lo tanto, aquella
vacuna conteniendo 0,01% de tiomersal
como preservante, tiene 50 pg de tiomersal
por dosis de 0,5 mL o aproximadamente 25
ug de etilmercurio por dosis de 0,5 mL. La
gran mayoria de las vacunas pediatricas
empleadas en nuestro medio utilizan las dosis
mas altas permitidas de etilmercurio (25 pg
en cada una) > °.

La OMS considera que el mercurio es
uno de los 10 productos o grupos de
productos quimicos con mayores
repercusiones en la salud puablica. La
exposicion al mercurio, incluso en cantidades
muy pequefias, puede causar graves
problemas de salud, sobre todo en el
desarrollo fetal e infantil. EI mercurio puede
tener efectos toxicos en los sistemas nervioso
e inmunitario, el aparato digestivo, los
pulmones, los rifiones, la piel y los ojos * .

El Ministerio de Salud del Peru
(MINSA), afirma que el peso promedio de un
nifio peruano en las diferentes edades en las
que es inmunizado, tiene los niveles de
maxima exposicion mercurial permitidos
segun la Agencia de proteccién ambiental de
los Estados Unidos (EPA) y la OMS, esta
etapa en la cual es vacunado y los niveles de
sobreexposicion correspondientes a los que
es sometido hace que se empleen vacunas
que contienen 25 pg de etilmercurio °.

El tiomersal se disocia en el organismo
en etilmercurio y tiosalicilato, siendo un
compuesto quimico altamente inestable.
Debido a su gran liposolubilidad, puede
atravesar facilmente la barrera
hematoencefélica y la placentaria. Puede
depositarse en el sistema nervioso central,
donde posteriormente se transforma en
mercurio inorganico, el cual se acumula en el
cerebro. EI mercurio orgéanico puede también
unirse al glutation y a otras proteinas
plasmaticas, como la metalotioneina. Sobre
la base de la limitada informacion disponible,
se ha concluido que los efectos nocivos del
etilmercurio pueden ser similares a los del
metilmercurio, otro mercurial organico de
documentada neurotoxicidad °.

Por lo expuesto anteriormente, se
plante6 como objetivo evaluar el efecto de
Tiomersal sobre el encéfalo de Cavia
porcellus.

MATERIAL Y METODO

Material:

o Material Bioldgico: Se utilizaron 10
especimenes Cavia porcellus machos de
90 — 140 g, de 7 dias de nacidos,
procedentes de un criadero de cuyes en
Laredo — Trujillo.

Método:

o Seleccion _de los especimenes de
experimentaciéon: Para la demostracion
del efecto del Tiomersal sobre el sistema
nervioso se usé como modelo animal
Cavia porcellus, escogiéndose un total 10
especimenes de 7 dias de nacidos, sin
exposicion previa a Tiomersal. Se
excluyeron a los especimenes que
presentaron anomalias y/o enfermedades
determinadas ®.

o Dosificacion vy administracion __ de
tiomersal: El célculo de las dosis se
realizd en funcién del peso corporal y la
cantidad de Tiomersal a la que esta
expuesto un nifilo desde el nacimiento
hasta los 6 meses de vida. La cronologia
en la aplicacion de las sustancias se baso
en las analogias del desarrollo del sistema
nervioso central y la maduracién del
sistema inmunoldgico entre humanos y
murinos, incluyendo las etapas de
migracion neuronal y de tolerancia
inmunoldgica ®.
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RESULTADOS
Tabla 1: Promedio de los pesos corporales del
grupo Testigo y Problema de Cavia porcellus

* Distribucidn de los especimenes:

Grupo I: TESTIGO Constituido por 5

especimenes a los cuales se les administro Pesos

Lo 7 dias de 14 dias de 21 dias de 25 dias de
por via intramuscular 20 pL de suero g S\ nacidos nacidos nacidos nacidos
fisiologico 9%0 como dosis Unica a los 7
dias, 9 dias y 11 dias de nacido con una  Testigo 12844518  163475:11445 2026255513 2026255513
aguja ultrafina N° 27 para insulina, al  problema 108.15+1081 131525+17.398 164.25+30.804 164.25+ 30.804

término de los cuales fueron evaluados ®.

Grupo Il: PROBLEMA Constituido por
5 especimenes a los cuales se les
administré via intramuscular, Tiomersal
en dosis de 28.4 pg/kg dosis Unica a los 7
dias de nacidos, 21.6 pg/kg a los 9 dias de
nacidos y 18.4 pg/kg a los 11 dias de

Los valores corresponden al promedio de los pesos
corporales + la desviacion estandar de 5 animales de

experimentacion por cada grupo.

Tabla 2: Andlisis T-student de los pesos
corporales del grupo Testigo y Problema de
Cavia porcellus

nacidos, disuelto en suero fisiolégico 9 Sig. 7diasde  14diasde  2ldiasde  25dias de
o4 [ término f luad 8 nacidos nacidos nacidos nacidos
00, al termino fueron evaluados . Grupos (0<0.01)  (a<0.01) (0<0.01) (0<0.01)

. Condlcmn_es exper_lmentqles_: Qada grupo Testigo 0.011 0.022 0.086 0,003
estaba alojado en jaulas individuales con Problema

agua y alimentacion ad libitum, bajo
condiciones controladas de temperatura
(24°C), humedad relativa (70%) y con un
foto-periodo de 12h de ciclo de luz y 12h
de oscuridad. El trabajo de investigacion
se realizo en el Bioterio de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional de Trujillo .

o Observaciones: Se pesaron los animales
cada 7 dias desde su nacimiento, hasta
antes de ser sacrificados administrando
Tiopental Sodico a una dosis de 30
mg/kg/peso corporal &,

o Estudio Histopatoldgico: A los 25 dias
del nacimiento, se evalu6 el peso corporal
y la talla de los animales de estudio; luego
se procedi6 a su sacrificio y a la
extraccion del encéfalo, los cuales fueron
pesados y posteriormente conservados en
formol tamponado al 10% para su
posterior estudio histopatolégico ®°.

o Analisis Estadistico: Se utiliz6 la prueba
T de  Student para  muestras
independientes, con la finalidad de
comparar las medias de los pesos
corporales y pesos encefalicos,
intergrupalmente, y se establecio un orden
de relacion (0=0,01). Ademas se estudid
comparativamente la  incidencia de
alteraciones cerebrales (encéfalo) entre los
grupos experimentales y se establecio el
grado de asociacion con la exposicion
previa a Tiomersal.

Tabla 3: Promedio los pesos del encéfalo del
grupo Testigo y Problema de Cavia porcellus

Promedio Pesos + Desviacion

Grupos estandar

Testigo
Problema

3.375+0.126
2.925+0.189

Tabla 4: Analisis T-student de los pesos del
encéfalo del grupo Testigo y Problema de Cavia
porcellus

Grupos Sig. (a<0.01)
Testigo 0.007
Problema

Placa Purkinje

- N

Placa
granulosa

—

Placa
molecular

P

Figura 1: Corte histologico del encéfalo de Cavia
porcellus del Grupo Testigo: Corteza cerebelosa.
Prominencia encefalica situada en la pared externa de
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los ventriculos laterales del cerebro (hipocampo),
caracterizada por las placas de células molecular,
granulosa y Purkinje que le confieren un aspecto
aparentemente normal. H & E 100X.

Figura 2: Corte histologico del encéfalo de Cavia
porcellus del Grupo Testigo: Cerebelo. Capa
molecular con abundante neuropilo (ovillo denso de
terminales axonicos, dendritas y células gliales). La
granulosa muestra la presencia de neuronas (N) y glias
(*). Prominentes células de Purkinje (P). H & E
1000X.

b

Figura 3: Corte histologico del encéfalo de Cavia
porcellus del Grupo Problema: Cerebelo. Se pone de
manifiesto la tenue tincién de la placa de células
granulosas, indicativo de una densidad neuronal
reducida. Efecto atribuible a la actividad neurotdxica
del Tiomersal. H & E 100X.

Figura 4: Corte histologico del encéfalo de Cavia
porcellus del Grupo Problema: Cerebelo. Necrosis
de células de Purkinje (#), Necrosis neuronal (*).
Desmielinizacién axonal (d).H & E 1000X.

DISCUSION

El Tiomersal es una sustancia que se usa
como preservante en algunas vacunas y
agentes bioldgico, a concentraciones desde
0,001% hasta 0,01%. Contiene 49,6% de Hg
por peso. En soluciones salinas, se disocia en
cloruro de etilmercurio y acido tiosalicilico;
una vez disociado, el etilmercurio tiene una
altisima afinidad por los radicales sulfhidrilos
(SH) que se encuentran en algunas enzimas
antioxidantes, como el glutation o las
metalotioneinas (proteinas producidas por el
higado), enzimas que tienen un limite de
union al metal pesado (saturacion), dejando
libre al etilmercurio excedente. Esto permite
aseverar que, una exposicion elevada a
timerosal, sobrepasaria los limites de
saturacion por parte de los antioxidantes
naturales. Como consecuencia, el
etilmercurio en exceso se uniria a los grupos
SH de otras importantes proteinas
estructurales y/o funcionales ®*°.

Para tener un control del desarrollo
corporal y cerebral de los especimenes, desde
la primera semana de vida hasta los 25 dias
de edad, se control6 el peso corporal (Tabla
1) y al ser sacrificados a los 25 dias de edad
se pesd el cerebro (Tabla 3). Como se
observa en la Tabla 2 en el control de peso
corporal a las 25 dias de edad existe una
variacion significativa (o= 0.003) dando
como evidencia que el Tiomersal afecta en el
desarrollo corporal al ser sometidas a dosis
consecutivas de este compuesto
organomercurial; asi también en la Tabla 4 se
observa una variacion significativa (o=
0.007) en el peso de los encéfalos indicando
que los encéfalos del grupo experimental no
desarrollaron correctamente 8*°.

Tal como lo indica el trabajo de Laurente
y col. (Lima, 2007) recientemente se ha
descrito la importancia de los canales de
calcio intracitoplasmaticos de neuronas,
células cerebelosas y células endoteliales
capilares cerebrales (las mismas que
conforman la barrera hemato-encefalica) de
ratones, en el proceso de diferenciacion
neuronal y progresion de la neurogénesis.
Precisamente, la activacion de dichos canales
estd mediada por la oxidacion coordinada de
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radicales SH, sobre los cuales el timerosal
ejerce  un potente efecto modulador,
incrementando las concentraciones de calcio
citoplasmatico; de esta manera, se ha
seflalado que este Gltimo puede alterar la
fisiologia de las células nerviosas, gracias a
sus efectos sobre el estado de Oxido-
reduccion,  conduciendo a  trastornos
funcionales, deplecion de glutation y
aumento del estrés oxidativo ®.

En las Fig. 1 y Fig. 2 se observan placas
de células molecular, granulosa y Purkinje en
el corte histoldgico del encéfalo de Cavia
porcellus del grupo testigo, que le confieren
un aspecto aparentemente normal. En
contraste, en la Fig 4. se observa necrosis de
las células de Purkinje y de las celulas
granulares (capa granulosa), y
desmielinizacion axonal, asi también en la
Fig. 3 se observa en la placa externa de la
granulosa pocas células de Purkinje sin
nacleo y tincién que evidencia necrosis en
los especimenes del grupo problema.

La desmielinizacion axonal de las
grandes fibras nerviosas se debe a la carencia
de vitamina Bj,, esta afecta a los cordones
laterales de la médula, al parecer el tiomersal
impide la metilacion de esta vitamina lo cual
conlleva a una anemia perniciosa grave, ya
que en el tiempo que se administrd tiomersal,
en el grupo experimental se observo la
paralisis de miembro que es una
consecuencia de la falta de vitamina B;, de
forma grave *°.

La produccion del Hg inorgénico a partir
de mercurio organico (MeHg, etil-Hg)
implicaria la produccion de radicales libres.
Estos radicales libres determinarian la
peroxidacion lipidica de la membrana celular
provocando un dafio en la célula **.

El tiomersal en el organismo se disocia
en tiosalicilato y etil-Hg, este ultimo al igual
que el metil-Hg se puede transformar en Hg
elemental. El érgano blanco del Hg en su
forma inorganica es el rifion, pero el etil-Hg
tiene la capacidad de dafar gravemente al
SNC por su alta lipofilicidad de las células
cerebrales, las neuronas son las mas sensibles
al dafio producido por los radicales libres, lo
que las hace particularmente sensible al
estres oxidativo. Sin embargo, el mecanismo

exacto responsable de la neurotoxicidad es
desconocido .

Se sugiere que una de las posibles vias
de produccion de radicales libres inducida
por el mercurio en las células nerviosas
podria ocurrir a través de la activacion de
receptores glutamatérgicos, principalmente
los de tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), los
cuales permiten el paso de calcio, lo que,
consecuentemente, conduce a la activacion
de la NOS. EI mercurio, principalmente en
bajas concentraciones, es capaz de promover
alteraciones en la homeostasis celular del
calcio generando un aumento en las
concentraciones intracelulares de este ion que
produce indirectamente la activacién de la
NOS vy, con ello, el aumento de la
concentracion de ERO %2,

Ademas, se asocia el aumento de la
concentracion intracelular de calcio y la
muerte  neuronal,  principalmente  por
activacion de enzimas como fosfolipasas,
proteasas y endonucleasas, asi como por
disfuncién mitocondrial.*2*3

CONCLUSIONES

1. El Tiomersal provocé una disminucion del
peso corporal y encefdlico de los
especimenes del grupo problema respecto
al grupo testigo.

2.El Tiomersal tiene un efecto neurotoxico

en Cavia porcellus, al evidenciarse
necrosis de las células Purkinje vy
neuronas; asi como desmielinizacion
axonal en los especimenes del grupo
problema.
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