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Resumen

Palabras clave

Obijetivos: Determinar si la administracion de timerosal, en cantidades equivalentes al contenido
en las vacunas, produce efectos neurotoxicos a nivel encefalico en hamsteres de 7 dias de
nacidos y evaluar las influencias sobre el desarrollo de los animales de experimentacion.
Disefio: Estudio experimental, prospectivo y bietapico. Lugar: Bioterio de la Facultad de
Medicina de San Fernando, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Material bioldgico:
Hamsteres de 7 dias de nacidos. Métodos: Se estudio 45 hamsteres divididos en tres grupos:
grupo A (n = 15), grupo B (n = 15) y grupo C (n = 15). Se administré a los grupos B y C, por
via intramuscular, 3 dosis equivalentes de sucrosa y timerosal, respectivamente, los dias 7 (0,227
ug), 90,216 ug) y 11 (0,220 ug) de nacimiento, en un volumen de 20 uL de suero fisiologico. EI
grupo A solo recibio igual cantidad de suero fisiologico en los mismos dias. Principales medidas de
resultados: Peso corporal, peso encefalico, talla de los hamsteres y alteraciones histopatologicas
encefalicas. Resultados: Las pruebas Anova y t de student fueron significativas en favor al menor
peso corporal, menor peso encefalico y menor talla del grupo C con respecto a los grupos A
y B (p<0,000). Mediante x2, se obtuvo significancia en relacion a la presencia de alteraciones
histopatoldgicas en el grupo C (p<0,000). ElI RR de presentar alteraciones fue muy elevado en
este grupo. Conclusiones: La exposicion a timerosal, en cantidades equivalentes al contenido en
las vacunas, disminuyo de manera significativa el peso corporal, el peso encefilico y la talla de
hamsteres posnatales. Asimismo, produjo efectos neurotédxicos a nivel encefalico, encontrandose
a nivel del hipocampo (regiones CAl, CA3, DG), corteza cerebral y cerebelo (células de Purkinje
y células granulosas) disminucion de la densidad neuronal, necrosis neuronal, desmielinizacién
axonal y gliosis; ademas, el riesgo de presentar alguna de estas alteraciones fue muy elevado en
el grupo de animales que recibié timerosal.

Vacunas, timerosal; mesocricetus; compuestos de etilmercurio, intoxicacion del sistema nervioso
por mercurio.

Neurotoxic effects of thimerosal at vaccines doses
on the encephalon and development in 7 day-old
hamsters

Abstract

Objectives: To determine if thimerosal administration
in amounts equivalent to vaccines content produces
neurotoxic effects on the encephalon in postnatal hamsters
and on experimentation animals' development. Design:
Experimental, prospective, bietapic study. Setting: San
Fernando Faculty of Medicine, Universidad Nacional
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Mayor de San Marcos. Biologic material: Seven-day old
hamsters. Material: We divided 45 postnatal hamsters
in three groups: group A (n = 15), group B (n = 15) and
group C (n = 15). We administered three intramuscular
equivalent doses of sucrose and thimerosal in 20 pL of
physiological serum respectively to groups B and C on
birth-days 7 (0,227 ug), 9 (0,216 pg) and 11 (0,220 ug).
Group A received only 20 pL of saline solution. Main
outcome measures: Body weight, encephalon weight,
hamster's stature and encephalon histopathological
alterations. Results: Anova and student t tests showed
statistical significance in favor of low body weight, low
encephalon weight and smaller stature in group C with
respect to groups A and B hamsters (p<0,000). x2 statistical
significance in relation to the presence of histopathological
alterations in group C was also obtained (p<0,000). We
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observed greater relative risk of encephalic alterations in
group C. Conclusions: The administration of thimerosal in
doses equivalent to vaccines content was associated with
low corporal weight, low encephalon weight and smaller
stature in postnatal hamsters. Neurotoxic effects were also
produced at encephalic level, at hippocampus (regions
CAl, CA3, DG), cerebral cortex and cerebellum (Purkinje
cells and granuloses cells) with decrease in neuronal
density, neuronal necrosis, axonal dismyelinization and
gliosis. In addition, risk increase in developing any of
these alterations was high in the animal group receiving
thimerosal.

Keywords: Vaccines, thimerosal; mesocricetuss; ethylmercury
compounds; mercury poisoning, nervous system.

INTRODUCCION

El impacto de las vacunas sobre la salud publica
durante el siglo XX ha sido enorme. Sin duda, las in-
munizaciones han sido uno de nuestros mas eficaces
medios para prevenir enfermedades, discapacidades
y muertes, asi como para reducir y controlar costos
sanitarios, convirtiéndose de este modo en un arma
indispensable de la sociedad moderna para combatir
las enfermedades infectocontagiosas (!). Por ello, ha
suscitado gran controversia el hecho de que se haya
puesto en tela de juicio la seguridad y la confiabilidad
de algunas vacunas, debido a los efectos que podria
ocasionar el preservante timerosal (tiomersal) que
contienen, el cual, luego de inyectado en el organis-
mo, se disocia en etilmercurio (etilHg), un derivado
mercurial organico neurotoxico (*3).

Durante los dltimos afios, multiples trabajos
han comunicado un extraordinario aumento de
casos de desérdenes del neurodesarrollo infantil
(+17). Paralelamente, una creciente minoria de
médicos y cientificos de todo el mundo empez6
a cuestionar seriamente el uso de timerosal en la
vacunacion infantil, relacionandolo con el aumento
de la prevalencia de diversas enfermedades del
neurodesarrollo, tales como los desoérdenes del
espectro autista (DEA) y otros problemas de la
cognicion (1%41517) Debido a ello, multiples ins-
tituciones han realizado sendos pronunciamientos
relacionados al tema (17-%9).

En los Estados Unidos de Norteamérica (EE
UU), se han conducido siete grandes estudios

epidemiol6gicos poblacionales retrospectivos,
que han evaluado la asociacién entre el timerosal,
contenido en las vacunas pediatricas, y los DEA.
De ellos, seis investigaciones encontraron que si
existia tal relacion causal (?*2), incluyendo un re-
ciente estudio de tipo metaanalitico (*?); mientras
que uno concluy¢ finalmente que no podia aceptar
ni rechazar dicha hipétesis (**). Otros estudios epi-
demiolégicos, conducidos fuera de los EE UU, no
han encontrado una asociacién aparente (**>°).

Kravchenko y col., trabajando con cultivos de
células humanas, documentaron que el timerosal no
solo era dafiino por sus efectos téxicos primarios,
sino que, ademas, era capaz de cambiar las pro-
piedades celulares, concluyendo que su uso en las
preparaciones médicas bioldgicas, especialmente
las dirigidas a los nifios, era inadmisible (*°). Luego
de dicha publicacidn, los paises soviéticos retiraron
el timerosal de sus vacunas infantiles a principios
de la década de los 80. Muchos otros estudios
llegan a conclusiones similares, sefialando la in-
conveniencia del timerosal en las vacunas, ya sea
por su capacidad para inducir respuestas alérgicas
(*14?2), su pobre efectividad antiséptica (**) y/o su
degradacion en sustancias neurotéxicas (*4).

A pesar de estas multiples investigaciones, la
US Food and Drug Administration (FDA) nunca
se ha pronunciado prefiriendo las vacunas libres de
timerosal sobre las que atin lo contienen; de hecho,
si bien desde el afio 1999 las sociedades cientifi-
cas médicas y las autoridades sanitarias de los EE
UU decidieron el pronto y urgente retiro de dicho
preservante de sus vacunas (**?%), tal proceso no
se llevo a cabo sino hasta el afio 2003, hecho que
ha significado duras criticas por parte del propio
Congreso norteamericano (7).

En el Peru, las autoridades del Ministerio de
Salud (Minsa) ain contintian utilizando vacunas con
un alto contenido de timerosal (cuya presentacion
multidosis es, hasta la fecha, usada en algunos
establecimientos de salud), sefialando que no tie-
ne efectos secundarios (*°). Ello ha generado un
intenso cuestionamiento al Minsa por parte de la
opinién publica, un sector de la comunidad médica
y diversos organismos no gubernamentales. Este
debate demanda que se emprenda investigaciones
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que permitan dilucidar y tomar medidas concretas
respecto al tema.

Ante esta situacién, optamos por desarrollar el
presente estudio, el cual determinaria los posibles
efectos neurotoxicos generados tras la adminis-
tracién de timerosal, a dosis de vacuna; particu-
larmente las alteraciones que se evidenciarian a
nivel encefélico, en un modelo de experimentacion
animal, asi como las posibles influencias de dicha
sustancia sobre el desarrollo y el crecimiento de
los animales de experimentacion, debido a que, por
razones éticas, esta sustancia no puede ser probada
en seres humanos.

METODOS

Se realiz6 un estudio experimental, longitudinal,
prospectivo y bietapico, el cual fue abordado con
un enfoque cuali-cuantitativo. La poblacion de
estudio estuvo conformada por hamsteres sirio-do-
rados (Mesocricetus auratus) posnatales, los cuales
debian de cumplir los siguientes criterios:

- Criterios de seleccion: hamsteres sirio-dorados
posnatales < a 7 dias de nacidos, cuyo peso
y talla al séptimo dia fueran de 8,5 + 0,5 gy
4,5 + 0,5 cm, respectivamente, sin exposicion
previa a timerosal. Se excluy6 a los hamsteres
que, antes del estudio, presentaron anomalias y/o
enfermedades determinadas.

- Ciriterios de retiro del estudio: hiamsteres post-
natales que durante el periodo de experimenta-
cion sufrieran alguna lesién grave y/o muerte,
y hamsteres que no cumplieran con el esquema
completo de administracion de sustancias.

La muestra fue seleccionada mediante muestreo
probabilistico aleatorio por conglomerados (por
camada), obteniéndose 45 hamsteres posnatales, los
cuales fueron distribuidos en tres grupos: grupo A
(n = 15), grupo B (n = 15) y grupo C (n = 15).
Para la determinacion del poder y del tamafio de la
muestra, se consider6 o« = 0,05y 3 = 0,1.

A los grupos B y C se les administré por via
intramuscular tres dosis equivalentes de sucrosa y
timerosal, respectivamente, en los dias 7 (0,227
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pg/dosis), 9 (0,216 pg/dosis) y 11 (0,220 pg/dosis)
del nacimiento, en un volumen de 20 uL de suero
fisiol6gico. Al grupo A solo se le administré 3
dosis de 20 uL de suero fisiol6gico, en las mismas
fechas. El célculo de las dosis se realiz6 en funcién
del peso corporal y la cantidad de timerosal a la
que estuvo expuesto un nifio desde el nacimiento
hasta los 6 meses de vida, imitando el esquema de
vacunacioén de los EE UU del afio 2001 (*¢). La
cronologia en la aplicacion de las sustancias se basé
en las analogias del desarrollo del sistema nervioso
central y la maduracion del sistema inmunolégico
entre humanos y murinos, incluyendo las etapas de
migraciéon neuronal y de tolerancia inmunolégica
(474, seglin se muestra en la Tabla 1. Para la ad-
ministraciéon de las sustancias, se utiliz6 jeringas
tipo ultrafina N° 2 para insulina.

A los 25 dias del nacimiento (tiempo estimado
del metabolismo del timerosal) (°°), se evalu6 el
peso y la talla de los animales de estudio; luego,
se procedié a su sacrificio y a la extraccién del
encéfalo, que luego de ser pesado, inmediatamen-
te después fue fijado en formol al 10%. Para el
procesamiento de las muestras y el estudio macro
y microscopico, se utilizdé diversas coloraciones

Tabla 1. Esquema de administracién de sustancias.

Edad infantil (en meses)

2 4 6
Edad equivalente en un Dia 7 Dia9 Dia 11
hamster posnatal *
Cantidad de timerosal en 125 125 125
las vacunas (ug) '
Peso promedio de un nifio (kg) 4.4 5,8 6,8
Dosis de timerosal (ug/kg) 28,4 21,6 18,4
Grupo A Suero fisiologico (NaCl al 9%o)
Grupo B Suero fisiolgico + sucrosa
contenido de sucrosa a 0,227 0,216 0,220
administrar (ug/dosis)
Grupo C Suero fisiol6gico + timerosal
contenido de timerosal 0,227 0,216 0,220
a administrar (pg/dosis)
Volumen total administrado 20 20 20

de las sustancias (uL/dosis)

* De acuerdo a estudios realizados en murinos (*"-*).
" De acuerdo al esquema de vacunacion de los EE UU. 2001(“9).
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especiales (hematoxilina-eosina, tricrémica de
Pollak, tricrémica de Gomori, luxol fast blue), a
fin de determinar en forma mas precisa la probable
presencia de dafios histopatolégicos, los que fueron
evaluados por un patélogo experto del Instituto de
Patologia de la Facultad de Medicina de San Fer-
nando, UNMSM, quien desconocia la pertenencia
de cada grupo de estudio. Para la recoleccién de
los datos, se utiliz6é fichas, donde se incluy6 las
variables peso corporal, peso encefilico, talla y
alteraciones histopatolégicas a nivel encefalico.

Las hipétesis a probar fueron:

H1: la administracién de timerosal, en canti-
dades equivalentes al contenido en las vacunas,
produce efectos neurotéxicos a nivel encefalico
en hamsteres posnatales, ademas de producir un
menor desarrollo y restriccion del crecimiento.

H2: entre las alteraciones histopatolégicas que
podriamos observar a nivel encefalico estarian:
disminucién en la densidad neuronal, necrosis
neuronal, desmielinizacién axonal y gliosis, prin-
cipalmente.

El procesamiento estadistico se efectué de la
siguiente manera:

- Andlisis de variables cuantitativas: se realizo
mediante la prueba F (one-way Anova) para
comparar las medias de los pesos corporales,
pesos encefalicos y la talla de los diferentes gru-
pos de estudio (ae=0,01). Se utiliz6 la prueba t
de student para muestras independientes, con la
finalidad de comparar las medias de los pesos
corporales, pesos encefilicos y la talla, inter-
grupalmente, y establecer un orden de relacion
(a=0,01).

- AnaAlisis de variables cualitativas: se uso la prue-
ba de X? (chi-cuadrado), para establecer el grado
de homogeneidad entre los grupos de estudio,
con respecto a las alteraciones histopatolégicas
(=0,01).

Ademas, se estudié comparativamente la inci-
dencia de alteraciones encefélicas entre los grupos
B y C, para establecer el grado de asociacién con
la exposicion previa a timerosal. Se utilizé los
siguientes criterios estadisticos: riesgo relativo

(RR), reduccion del riesgo absoluto (diferencia de
riesgos, RRA), reduccidn del riesgo relativo (RRR)
y numero de hdmsteres necesario a tratar para pro-
ducir algin dafio (NNT). Todo el procesamiento
y andlisis de los datos se efectud en los programas
estadisticos SPSS 12,0 y Minitab ® 15.1.0.0, para
Windows.

RESULTADOS

Se encontrd que la media del peso corporal en el
grupo A fue 20,5 g (6=2,93), en el grupo B 20,6
g (0=2,53) yen C 11,3 g (c=1,52). Los maxi-
mos valores del peso corporal se localizaron en los
grupos A 'y B (24,3 y 24,1 g, respectivamente),
siendo estos valores considerablemente mayores
que el peso maximo del grupo C (14,1 g). Por
otro lado, los valores mas bajos del peso corporal
de los grupos A y B (15,5 y 14,9 g, respectiva-
mente), también fueron mayores en comparacion
con los valores del grupo C, inclusive mas que el
mayor valor de este ultimo. El valor minimo del
peso corporal del grupo C fue 8,9 g, muy inferior
al resto de los obtenidos. En el analisis de varian-
za (Anova), se encontr6 que la diferencia entre las
medias y varianzas de los grupos de estudio fue
significativa (F [5,12] = 74,63, p<0,000). Para
los grupos A y B se observ valores similares, sin
diferencia significativa estadisticamente (t [2,467]
= -0,09, p = 0,932); pero, ambos difirieron de
manera significativa del grupo C (t [2,467] = 10,84,
p <0,000) (Figura 1).

La media del peso cerebral en el grupo A fue
0,96 g (c=0,077), en el grupo B 0,97 g (c=0,086)
yenel C0,76 g (=0,082). Los valores maximos
del peso encefalico fueron: grupo A 1,07 g, grupo
B 1,11 g y grupo C 0,83 g; los valores minimos
fueron: grupo A 0,84 g, grupo B 0,85 g y grupo
C 0,53 g. Al igual que con el peso corporal, se
encontré que la diferencia entre las medias y va-
rianzas de los grupos de estudio fue significativa
(F [5,12] = 33,24, p<0,000). Para los grupos A
y B, se observ6 valores similares, sin diferencia
significativa estadisticamente (t [2,467] = - 0,25,
p = 0,804); pero, ambos difirieron de manera sig-
nificativa del grupo C (t [2,467] = 7,14, p <0,000)
(Figura 2).
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Figura 1. Comparacion de los valores del peso corporal
por grupos de estudio.

La media de la talla en el grupo A fue 8,71
cm (c=0,61), enel B 8,69 cm (c=0,54) y en el
C 7,50 cm (6=0,54). Con respecto a la talla, se
encontré que los valores de los grupos A y B eran
semejantes, no encontrandose diferencias significa-
tivas entre ellos (t [2,467] = 0,06, p = 0,950). Si
hubo diferencias con el grupo C, el cual present6
los valores mas bajos para la talla, situandose di-
chos valores por debajo del promedio obtenido en
los primeros grupos (t [2,467] = 5,77, p <0,000)
(Figura 3).

En el estudio histopatolégico del hipocampo
(regiones CA1, CA3 y DG), se observo que existid
diferencia significativa respecto a la homogeneidad;
es decir, que los grupos de estudio presentaron
diferencias con respecto a las variables histopa-
tolégicas, entre ellas, disminucién de la densidad
neuronal, necrosis neuronal, desmielinizaciéon
axonal y gliosis (X? [9,21] = 36,600, X? [9,21]
= 22,200, X? [9,21] = 17,206 y X? [9,21] =
25,797, respectivamente; p <0,000) (Figura 4).
En algunas muestras histolégicas del grupo C, se
observo tumefaccion neuronal, la cual resulté no
ser significativa. El analisis descriptivo de los va-
lores obtenidos establecid una menor incidencia de
alteraciones en los grupos A y B, en comparacioén
con el C, como se observa al calcular el riesgo
relativo (RR) para todas las variables histopatol6-
gicas; en este nivel, existié 14, 12, 6 y 6,5 veces
mas riesgo de presentar densidad neuronal dismi-
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Figura 2. Comparacion de los valores del peso encefélico
por grupos de estudio.

nuida, necrosis neuronal, desmielinizacién axonal
y gliosis, respectivamente, si existia antecedente
de exposicion a timerosal, de acuerdo al esquema
de administracién utilizado.

En la corteza cerebral, se encontré diferencia
significativa con respecto a la hip6tesis de homo-
geneidad entre los grupos de estudio; ademas, se
evidenci6 la presencia de densidad neuronal dismi-
nuida, necrosis neuronal, desmielinizacién axonal y
gliosis (X?[9,21] = 22,200, X?[9,21] = 26,250, X?
[9,21] = 24,231, X?[9,21] = 16,200, p <0,000,
respectivamente) (Figura 5). El calculo del RR para
las alteraciones corticales revel6 12, 7,5, 7y 5,5
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Figura 3. Comparacion de los valores de la talla
por grupos de estudio.
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Figura 4. Hipocampo: A. Region del Gyrus dentado (DG)
(H-E x100); B. Densidad neuronal disminuida en DG
(H-E x100); C. Densidad neuronal disminuida en CA3

y DG (H-E x50).

veces mas riesgo de presentar densidad neuronal
disminuida, necrosis neuronal, desmielinizacién
axonal y gliosis, respectivamente, si existia antece-
dente de exposicion previa a timerosal, de acuerdo
al esquema de administracién empleado.

A nivel del cerebelo (capa molecular, células
de Purkinje y células granulosas), se evidencié que
existid diferencia significativa, que probo la hipéte-
sis de que los grupos de estudio difirieron respecto
a las alteraciones histopatoldgicas. Se especifico
disminucién, desmielinizacién axonal y necrosis
de las células de Purkinje y las células granulosas,
ademas de gliosis en todas las capas (X? [9,21] =
16,200, X? [9,21] = 33,362, X?[9,21] = 10,556,
X? [9,21] = 24,231, respectivamente, p <0,000)
(Figura 6). El RR para las alteraciones a nivel del
cerebelo revel6 que en el grupo C existi6 5,5, 7
y 3,6 veces mas riesgo de presentar disminucién,
desmielinizacion axonal y necrosis de las células
de Purkinje y células granulosas, respectivamente;
ademas, el riesgo de presentar gliosis fue 7 veces
mayor en este grupo.

En general, a nivel encefalico, no se observo la
presencia de teratogenicidad (anencefalia, microce-
falia, etc.) y/o defectos congénitos, en los grupos
de experimentacion.

DISCUSION

Al comparar los resultados de la media del peso
corporal, el peso encefalico y la talla entre los
grupos A y B, se observd valores similares que
justificaron la hipétesis de que ambos grupos no
presentaron diferencias significativas con respecto
al grado de su desarrollo, a pesar de que se les
administré sustancias diferentes, las cuales por
su naturaleza inocua solo cumplieron la funcion
de control, con respecto al grupo C. Contraria-
mente, el grupo C present6 los menores valores
de estos parametros, sustentando de esta manera
la hipétesis de un menor desarrollo y retardo del
crecimiento en este grupo; sin embargo, debemos
recordar que, inicialmente, el peso corporal y la
talla fueron estandarizadas como criterio de selec-
cion en el estudio (peso y talla al 7° dia de vida de
8,5 +0,5gy4,5 +£ 0,5 cm, respectivamente).
Concluimos, por lo tanto, que el estimulo cau-
sante del retardo en el desarrollo y el crecimiento
de los hamsteres del grupo C fue posterior a la
primera semana de su nacimiento y, en el caso
del experimento, se atribuye a los efectos del
timerosal en el organismo animal, dado que el
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Figura 5. Corteza cerebral: A. Neuronas piramidales.
(H-E. x400); B. Necrosis neuronal. (H-E. x400);
C. Desmielinizacion axonal (luxol fast blue. x400).

resto de variables (alimentacién, condiciones de
cautiverio y estimulos externos) fueron idénticas
en los tres grupos estudiados. Aunque no se pue-
da detallar los mecanismos exactos, el alto grado
de significancia de las pruebas estadisticas apoya
esta hipétesis.
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Figura 6. Cerebelo: A. Células de Purkinje (H-E x400);
B. Necrosis de las células de Purkinje. (H-E x400); C. Necrosis
de las células de Purkinje (tricromica de Gomori x400).

Otros estudios han mostrado resultados similares
a los nuestros. Hornig y col. (*!), utilizando cepas
de ratones especialmente vulnerables a trastornos
inmunoldgicos, cuyos cerebros se encontraban en
desarrollo, y exponiéndolos a vacunas con timerosal
(a dosis equivalentes al peso y la edad de los calen-
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darios de inmunizacién humanos iguales a los usados
por nosotros), pudieron evidenciar la presencia de
diversas patologias, tales como retardo del creci-
miento, disminucién de la locomocién, respuestas
inapropiadas ante nuevos estimulos, anormalidades
significativas en la arquitectura de areas cerebrales
relacionadas a la emocion y la cognicién, y trastor-
nos en las células del hipocampo, con alteraciones
en los transportadores y receptores de glutamato
intracerebrales. Burbacher y col. (*?) llevaron a cabo
un estudio comparativo de la distribucion sistémica
y cerebral de mercurio (Hg) total y Hg inorgéanico,
luego de la administraciéon intramuscular de time-
rosal (a dosis de vacuna y en la misma cronologia
de las inmunizaciones humanas) y de metilmer-
curio (metilHg), por via oral, en monos infantes.
Documentaron que, luego de las inyecciones de
timerosal, los niveles picos sanguineos de Hg se
elevaron significativamente, coincidiendo con los
resultados encontrados en neonatos humanos por
Stajich y col. (**); asimismo, hallaron que el tiempo
de vida media sanguinea era aproximadamente 8,6
dias, similar al informado por Pichichero y col. en
nifios posvacunados (**). No obstante, el cociente
cerebro/sangre de Hg total y el porcentaje de Hg
inorganico intracerebral fueron mayores en el grupo
que recibi6 timerosal, concluyendo que los niveles
sanguineos de Hg no son un buen indicador del ries-
go de efectos adversos neurolégicos ocasionados por
el preservante, pues a pesar de que no se acumula
en la sangre, los depdsitos de Hg en el cerebro de
los nifios si podria ocurrir, de modo que los datos
sobre la seguridad del timerosal, basados inicamente
en su depuracién sanguinea, no son validos (%?).
Qvarnstrom y col. cuantificaron también la distribu-
cion corporal de metilHg, etilHg y Hg inorgéanico,
luego de su administracién por via oral a murinos,
determinando que el etilHg del timerosal ingresa ra-
pidamente a los 6rganos animales (rifiones, higado,
nodulos linfaticos), de manera creciente durante los
periodos de exposicion, para luego ser degradado
a Hg inorganico (*°). Asimismo, cuando se estudi6
comparativamente la distribucion de etilHg y de Hg
inorganico, aplicados por via parenteral (imitando la
dosis por peso y la cronologia de las vacunaciones
humanas, tal como en el presente trabajo), los resul-
tados mostraron que los niveles de Hg fueron mas
altos en el higado y en los rifiones de los animales ex-

puestos a Hg inorganico; mientras que, en el grupo
de animales expuestos a etilHg, las concentraciones
de Hg fueron mayores en la sangre y en el cerebro
(*%). De otro lado, Harry y col. han concluido que la
distribuciéon de Hg en los tejidos corporales, luego
de su administracién por via intramuscular, no es
comparable a los resultados obtenidos luego de la
exposicion oral y que, adicionalmente, el metilHg
no parece ser un buen modelo de comparacion con
los compuestos conteniendo etilHg (°7). Zareba y
col., en un estudio por publicarse en la revista J
Appl Toxicol, han reportado hallazgos similares en
ratones recién nacidos, sefialando que, luego de su
administracién intramuscular al 10° dia posnatal,
el etilHg mostro6 significativas diferencias farmaco-
cinéticas en su metabolismo y distribucién tisular
en relacion al metilHg: mayor proporcion de Hg
inorganico a nivel cerebral, de Hg orgénico a nivel
renal y mayores concentraciones de ambas formas
mercuriales a nivel hepatico, en comparacién con
una dosis de exposicion equivalente de metilHg.

Diversos otros autores han comunicado canti-
dades apreciables de timerosal en la sangre y el
sistema nervioso central de los animales en los
que el preservante ha sido probado, establecién-
dose su pasaje a través de la barrera placentaria
y hematoencefilica (°%°°). Estudios en roedores
han mostrado que esta sustancia es altamente
inestable, disociandose en el organismo en etilHg
y tiosalicilato; el etilHg, es capaz de atravesar las
membranas celulares y, luego, intracelularmente,
ser convertido en Hg inorgéanico, la forma mer-
curial mas téxica, acumulandose preferentemente
en los rifiones y en el cerebro (). Gasett y col.
observaron una mayor tasa de muertes fetales
cuando el timerosal se aplicaba tépicamente sobre
ratas prefiadas (%%). Itoi y col. también encontraron
propiedades abortivas cuando esta sustancia se
aplic6 sobre la conjuntiva de conejas embarazadas;
adicionalmente, estos autores informaron sobre la
aparicion de malformaciones congénitas solo en
el grupo de animales expuestos a timerosal (°').
Digar y col. documentaron tasas de mortalidad
cuatro veces mayores luego de la aplicacion de
timerosal en el saco vitelino de huevos de pollo
(°»). Batts y col. observaron disminucién de la
fertilidad en ovejas, pues comprobaron que el ti-
merosal producia toxicidad sobre la funcién ciliar
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(®*. Goncharuk y col. mostraron también menor
fertilidad y mayor letalidad en ratas expuestas a
compuestos inhalados de etilHg (*4). Kahn y col.
observaron atrofia ovarica y menor sobrevivencia
en ratones expuestos a Hg inorganico (°°). Goth y
col. recientemente han informado que el timerosal
es altamente toxico sobre el sistema inmunolégico,
pues altera las propiedades o causa la muerte de
las células dendriticas de ratones in vitro, a dosis
nanomolares. Es conveniente sefialar que, estas
células actiian como presentadoras de antigenos y
estimulan la inmunidad merced a la activacién de
los linfocitos T (¢%). Ultimamente, estudios simila-
res han hallado que el timerosal inhibe la secreciéon
de diversas citoquinas inflamatorias (factor de
necrosis tumoral (TNF) alfa, interleuquina (IL)
6 ¢ IL 12p70) sobre células dendriticas humanas,
induciendo el incremento de la inmunidad humoral
(TH2) e inhibiendo la inmunidad mediada por cé-
lulas (TH1). Tales efectos fueron mediados por la
deplecion intracelular de glutation sobre las células
dendriticas, observandose la correccion de los mis-
mos con la aplicacion exdégena de dicha sustancia
(°7). Ueha-Ishibashi y col. evaluaron in vitro las
acciones citotéxicas del timerosal sobre linfocitos
timicos de ratas, observando que concentraciones
micromolares (3 a 30 uM) del preservante despo-
larizaban las membranas celulares, incrementando
los niveles de calcio intracelular; de manera dosis-
dependiente, el timerosal ocasioné también pérdida
de la integridad de las membranas, dafio oxidativo
y la apoptosis de las células estudiadas (°%).

Nuestra investigacion mostré diferencias muy
significativas, en relacién a la mayor incidencia de
dafios histopatoldgicos severos a nivel encefalico
en el grupo de animales expuestos a timerosal, en
todas las herramientas estadisticas empleadas, en
comparacion con los grupos control. El patrén
anterior se observo para todas las variables histo-
patolégicas evaluadas (disminucion de la densidad
neuronal, necrosis neuronal, desmielinizacién
axonal y gliosis) y en todas las zonas cerebrales
estudiadas (hipocampo, corteza cerebral y cerebe-
lo), seglin se muestra en la Tabla 2.

Estos hallazgos son concordantes con los estu-
dios recientes sobre el metabolismo del timerosal.
Esta sustancia es un preservante empleado en algu-
nas vacunas y agentes bioldgicos, a concentracio-
nes desde 0,003 hasta 0,01 %. Contiene 49,6 % de
Hg por peso. En soluciones salinas, se disocia en
cloruro de etilHg y acido tiosalicilico (*°); una vez
disociado, el etilHg tiene una altisima afinidad por
los radicales sulfhidrilos (SH) que se encuentran en
algunas enzimas antioxidantes, como el glutatién
o las metalotioneinas (proteinas producidas por el
higado), enzimas que tienen un limite de unién al
metal pesado (saturacién), dejando libre al etilHg
excedente (°7?). Esto permite aseverar que, una
exposicion elevada a timerosal, sobrepasaria los
limites de saturacién por parte de los antioxidantes
naturales. Como consecuencia, el etilHg en exce-
so se uniria a los grupos SH de otras importantes
proteinas estructurales y/o funcionales.

Tabla 2. Comparacion de los resultados de las variables estadisticas entre los grupos By C.

Region de estudio

Hipocampo Corteza cerebral Cerebelo
Variables RR  RRA(%) NNT RR  RRA(%) NNT RR  RRA(%) NNT
Densidad neuronal disminuida 14 87 1,15 12 73 1,36 55 60 1,67
Necrosis neuronal 12 73 1,36 7,5 87 1,15 7 80 1,25
Desmielinizacion axonal 6 67 1,50 7 80 1,25 3,67 53 1,88
Gliosis 6,5 75 1,36 55 60 1,67 7 80 1,25

RRA: Reduccién del riesgo absoluto (diferencia de riesgos).
RR: Riesgo relativo.

NNT: NUmero de hadmsteres necesario a tratar para producir algin dafio.

230 An Fac Med Lima 2007; 68(3)



Efectos neurotdxicos del timerosal

De otro lado, recientemente se ha descrito la
importancia de los canales de calcio intracitoplas-
maticos de neuronas, células cerebelosas y células
endoteliales capilares cerebrales (las mismas que
conforman la barrera hemato-encefalica) de rato-
nes, en el proceso de diferenciacién neuronal y
progresion de la neurogénesis ("*7*). Precisamente,
la activacién de dichos canales estd mediada por
la oxidacién coordinada de radicales SH, sobre
los cuales el timerosal ejerce un potente efecto
modulador, incrementando las concentraciones de
calcio intracitoplasmaético; de esta manera, se ha
sefialado que este ultimo puede alterar la fisiolo-
gia de las células nerviosas, gracias a sus efectos
sobre el estado de 6xido-reduccién, conduciendo
a trastornos funcionales, deplecién de glutation y
aumento del estrés oxidativo (>7°).

Asimismo, la alta liposolubilidad exhibida por el
timerosal le permite atravesar facilmente la barrera
hematoencefilica, generando dafios irreversibles
sobre las células nerviosas. Por ejemplo, se ha
encontrado también que el Hg puede alterar el na-
mero y la divisién de las células; de esta manera,
puede afectar el desarrollo neuronal, ocasionando
alteraciones en la proliferacion celular y efectos
locales neuropatolégicos, que han sido vinculados
con déficits especificos de la conducta (3%).

Numerosos estudios biomoleculares describen la
capacidad del timerosal para ocasionar desérdenes
neuroldgicos que lo vinculan como el agente causal
de diversas enfermedades del neurodesarrollo in-
fantil (¢!). Haley y col. (’°) han demostrado la neu-
rotoxicidad del timerosal, debido al enorme poder
de penetracién que posee en tejidos grasos, tales
como el sistema nervioso central, documentando
necrosis de neuronas humanas in vitro, luego de
exponerlas a soluciones nanomolares de timerosal.
Otros estudios sobre células nerviosas humanas han
demostrado también que, concentraciones nanomo-
lares a micromolares de timerosal son capaces de
inducir muerte neuronal, neurodegeneracién, dafio
a las membranas celulares y alteraciones sobre
el ADN, en pocas horas de exposicion (71:7282-84),
Ultimamente, se ha mostrado que, pequeiifsimas
cantidades de timerosal son igualmente capaces de
interrumpir criticamente las vias de comunicacion
interneuronales y los eventos bioquimicos necesarios

para el adecuado desarrollo neurolégico en el ser
humano (3>-%). Asimismo, se ha documentado que
el timerosal es toxico sobre los neurotibulos, inter-
fiere sobre enzimas antioxidantes cerebrales, daina
las enzimas de reparacion del ADN, interfiere con
la produccién mitocondrial de energia, bloquea las
proteinas recaptadoras de glutamato cerebrales, tiene
la capacidad de unirse al ADN neuronal y puede
perturbar las funciones de las membranas celulares
nerviosas (¢7%). Leong y col. demostraron que, la
exposicion a concentraciones nanomolares de Hg,
alterd las estructuras de las membranas neuronales
y las lineas de crecimiento celulares (*°); tales ha-
llazgos han sido replicados cuando se ha empleado
timerosal (°'%). James y col. (") han mostrado que
el timerosal induce estrés oxidativo y la apoptosis de
neuronas, astrocitos y células T humanas, activando
vias metabdlicas mitocondriales de muerte celular.
Lo anterior explica las alteraciones observadas a
nivel de la estructura neuronal, que traeria como
consecuencia una disminucién en la poblacién de
neuronas, lo cual se asocia en la clinica a trastornos
en el desarrollo psicomotor, retardo del lenguaje,
problemas de comportamiento, pérdida de la vision,
audicion, convulsiones, autismo, etc (°*¢). Recien-
temente, diversas investigaciones han demostrado
también que el timerosal es capaz de dafar seve-
ramente la metilacién, una ruta metabdlica critica
en la habilidad de los factores de crecimiento para
promover el desarrollo neurolégico normal (7>°7%),
Precisamente, se ha encontrado que la exposicion a
metales pesados, tales como Hg, plomo y aluminio,
pueden causar enfermedades del neurodesarrollo
en los seres humanos, gracias a que son capaces
de interferir con la metilacién y disminuir diver-
sos factores del desarrollo, tales como el factor de
crecimiento neurotrdpico, el factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 1 y el factor neurotrépico
cerebral, todos los cuales son indispensables para
el buen desarrollo y la sobrevivencia del sistema
nervioso (19-101),

El timerosal también ha sido asociado a profundos
efectos sobre el sistema inmunoldgico. Havarinasab
y col. han estudiado los trastornos inmunolégicos
luego de la administracion oral de compuestos mer-
curiales orginicos e inorganicos sobre ratones de
experimentacién. Dichos autores han descrito que,
si bien todos los agentes mercuriales tienen efectos

An Fac Med Lima 2007; 68(3) 231



Jonny Laurente y col.

inmunosupresores, tanto el metilHg como el etilHg
muestran mayor capacidad inmunodepresiva, en
comparacién con el Hg inorganico. Sin embargo,
en cepas de ratones susceptibles, la administracién
de Hg produce un estado de inmunosupresion transi-
toria, de 1 a 3 semanas de duracion, seguido de una
segunda fase de inmunoestimulaciéon dependiente de
la activacién policlonal de linfocitos B, en la que
aparecen anticuerpos antinucleolares, anticuerpos
antifibrilares nucleares, depdsito de complejos auto-
inmunes a nivel sistémico, glomerulonefritis, incre-
mento de los niveles séricos de inmunoglobulina (Ig)
E, IgG 1, IgG 2a, IL 2, IL 4, IL 15 e interfer6n-ga-
mma, hipergammaglobulinemia y esplenomegalia,
condicién denominada ‘sindrome de autoinmunidad
inducido por mercurio’ (1°*1%). Dichos autores han
informado que, a dosis equimolares, el metilHg
tiene el menor efecto inmunoestimulante, autoinmu-
nogénico y generador de complejos autoinmunes;
mientras que el etilHg tiene efectos comparables a
los del Hg inorgénico, siendo responsable de graves
dafios mediados por mecanismos autoinmunes y una
alta mortalidad (19%).

Si bien, la dosis daiina de timerosal en los seres
humanos (en particular sobre los recién nacidos y
nifios pequefios) atn no ha sido formalmente es-
clarecida, se sabe que el derivado mercurial que
éste contiene (etilHg), al cual se le atribuye sus
efectos nocivos, puede producir neurotoxicidad, tal
como lo demuestran las multiples investigaciones
antes sefialadas. Debido a que, ain a la fecha, no
se cuenta con datos definitivos que comparen la
toxicidad del etilHg con la del metilHg, otro agente
mercurial de reconocida toxicidad neurolégica,
estudiado ampliamente a lo largo de décadas, la
FDA considera a ambos como equivalentes en la
evaluacion del riesgo, por lo que ha agrupado a
estos dos compuestos bajo la denominacién de
‘mercuriales organicos’, determinando que su dosis
de exposicién maxima permisible es 0,43 micro-
gramos por kilogramo de peso diarios (ug/kg/dia)
(7). Se ha sefialado que, la toxicidad ocasionada
por los mercuriales organicos depende del tipo es-
pecifico de compuesto, la via de entrada, la dosis,
el tiempo y la edad de exposicion (47-198),

Los efectos mas relevantes de la exposicion al
etilHg del timerosal se asocian a la mayor vulne-
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rabilidad del cerebro fetal e infantil, puesto que la
exposicion cronica a Hg organico es especialmente
téxica para un sistema nervioso inmaduro, pro-
duciendo alteraciones en su desarrollo estructural
(necrosis focal de las neuronas corticales y cerebe-
losas, desmielinizacién axonal, etc.), y funcional
(interferencia en el proceso de migracion de las
capas neuronales corticales y subcorticales) (1%°-112),
los cuales fueron corroborados en nuestro estudio.

Es de resaltar que, una de las anormalidades
neuroldgicas mas consistentes encontradas en los
estudios post-moértem y en los estudios por image-
nes de los cerebros de las personas con autismo, es
una marcada pérdida de las células de Purkinje y
atrofia a nivel cerebeloso (''3-1'%). Numerosos estu-
dios en animales han mostrado que estas células son
especialmente vulnerables a muy diversos insultos,
entre los que destaca la exposicion a metales pesados
(Hg, plomo, arsénico, cadmio y bismuto) (17-123),
dafiando sus receptores recaptadores de glutamato.
La excesiva estimulacién neuronal asociada a niveles
elevados de glutamato intracerebrales aumenta la
produccidn de especies reactivas de oxigeno, lo que
a su vez induce estrés oxidativo, citotoxicidad y dafio
neuronal (2*12%), razén por la que se ha postulado
que, la exposicioén a metales pesados en fases muy
tempranas de la vida, puede iniciar toda esta cadena
de eventos que conducen, finalmente, a la muerte
neuronal (126). Es conveniente sefialar que, el mas
reciente y ambicioso estudio genético de los DEA
no encontré evidencias que respaldaran la hipétesis
de que estas enfermedades fueran hereditarias, pero
hall6 cierta vinculacién con los genes relacionados
a las neurexinas, las cuales precisamente son las
responsables de la sinaptogénesis mediada por
glutamato (¥7). Asimismo, otros estudios recien-
tes han mostrado evidencias de gliosis asociada
a la pérdida de células de Purkinje y un marcado
proceso neuroinflamatorio difuso cerebral en nifios
con autismo ('?¢13!). Precisamente, la persistencia
de Hg inorgéanico en el cerebro de los animales de
experimentacion, luego de haber sido expuestos a
metilHg, timerosal o Hg inorganico, ha sido aso-
ciada a un incremento significativo de las células de
la microglia, disminucién del niimero de astrocitos
y afectacion de las células de Purkinje (52132134),
Finalmente, diversos estudios neuropatolégicos han
mostrado anormalidades en la organizacion de la
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citoarquitectura de la corteza cerebral y estructuras
subcorticales en pacientes con autismo, sugiriéndose
que dichos defectos en la maduracién neuronal y en
la organizacion cortical pueden ser los responsables
de los problemas neuroldgicos vistos en esta enfer-
medad (128,135—137).

Todas estas evidencias han conducido a re-
cientes trabajos de revision, que han asociado los
hallazgos histopatolégicos a nivel encefalico, el
estrés oxidativo, la peroxidacion lipidica y la de-
ficiencia de glutatién, vistos en el autismo y otras
enfermedades del neurodesarrollo infantil, con la
exposicion a metales pesados, concluyéndose que
la acumulacioén de estos tltimos puede ocurrir en
los nifios cuya capacidad de desintoxicacion sea
limitada o se encuentre comprometida. Los metales
pesados pueden entonces alcanzar niveles criticos
que conduzcan a estrés oxidativo, descompensacion
y dafio neurolégico, resultando en disminucién de
las células nerviosas y la pérdida de las habilidades
del desarrollo previamente adquiridas (8':138142),

En conclusién, la exposiciéon a timerosal, en
cantidades equivalentes al contenido en las vacunas
humanas, disminuy6 de manera significativa el peso
corporal, el peso encefalico y la talla de hamsteres
posnatales; de esta manera, les produjo un menor
desarrollo y retardo en el crecimiento. Asimismo,
produjo severos efectos neurotoxicos a nivel ence-
falico, constatandose alteraciones histopatologicas
a nivel del hipocampo, la corteza cerebral y el
cerebelo. Se recuerda que estas conclusiones solo
se aplican sobre el esquema de administracién an-
tes detallado (dosis, concentraciéon, dilucién, via
e intervalo de aplicacién). Entre las alteraciones
histopatol6gicas encontradas a nivel del hipocampo
(regiones CA1l, CA3 y DQG), la corteza cerebral
(16bulos occipital, parietal y frontal) y el cerebe-
lo (células de Purkinje y células granulosas), se
distinguié disminucién de la densidad neuronal,
necrosis neuronal, desmielinizacion axonal y glio-
sis. Ademas, el riesgo de presentar alguna de estas
alteraciones fue muy elevado solo en el grupo de
hamsteres posnatales expuestos a timerosal.

Dados los amplios vacios en el conocimiento de
las caracteristicas farmacocinéticas y farmacodina-
micas del timerosal, asi como de sus propiedades

toxicas sobre el sistema nervioso e inmunolégico,
se requiere a la brevedad mas estudios de carac-
teristicas cuantitativas en modelos animales. No
obstante, si bien es cierto, es muy dificil extrapolar
estos hallazgos a otros grupos de experimentacion
animal y sobre los seres humanos, nuestros resul-
tados, asi como las multiples evidencias cientificas
recientemente publicadas sobre el timerosal, indi-
can claramente la naturaleza neurotéxica de esta
sustancia, a las mismas dosis y en la misma crono-
logia de las inmunizaciones humanas, por lo que
sugerimos el empleo de preservantes alternativos
en las vacunaciones; en especial, aquellas dirigidas
a gestantes, neonatos y niflos pequefios, basados en
los principios de prevencion y precaucion de todas
las intervenciones médicas.
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