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MARIE CURIE 

 

 

  



2 
 
 

 

 

 

 

 

 

Tan violentos arrebatos tienen un fin violento en medio de su triunfo, como la 

pólvora y el fuego, que en un mismo instante se une ...n y se separan. La más 

dulce miel cansa por su delicioso sabor, y con placeres del paladar se pierde el 

apetito. Amad, pues, con moderación, que sí son largos los amores: el que va 

demasiado de prisa llega tan tarde como el que camina demasiado lentamente. 

(entra Julieta) He aquí la dama. Ho tan ligero pie nunca gastara estas 

inalterables losas. Creo que una amante se sostendría en las alas de la 

mariposa que revolotea en verano por los espacios aéreos, por muy ligera que 

el amor la vuelve. 

 

Romeo y Julieta, acto II, escena VI 
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RESUMEN  
Desarrollo de un modelo de toxoplasmosis congénita en ratón que simule los 

cambios en la transmisión y el daño fetal en los seres humanos. 

El objetivo de este proyecto, fue desarrollar un modelo de toxoplasmosis 

congénita en ratón que simulara los cambios en la transmisión y el daño fetal 

que ocurre en los seres humanos.  

Se colaboró en la búsqueda bibliográfica de modelos animales de 

toxoplasmosis congénita. Se hizo una estandarización del ciclaje de ratonas 

BALB/c para que todas las ratonas (utilizadas) coincidieran en el ciclo estral 

susceptible a la gestación (pro-estro/estro). Para esto, se les colocó a las 

hembras en la cama de los machos y se les tomó frotis vaginales 

(hematoxilina-eosina). Posteriormente, se les realizó un registro de su masa 

corporal un día antes de colocarlas con los machos (apareamiento) y 9 días 

posteriores a este evento. Se llevó a cabo una estandarización de cantidad de 

azul de metileno como un mecanismo de pseudoinfección por vía intravenosa 

usando la vena coccígea (vena de la cola), para demostrar experimentalmente 

que hubiera una adecuada irrigación hacia la unidad feto-placentaria.  

Se hicieron experimentos para demostrar la infección de ratones BALB/c no 

gestantes con taquizoitos de la cepa ME49, por vía intravenosa, verificando la 

infección sistémica mediante PCR en bazo e hígado; Asimismo, se iniciaron los 

primeros experimentos de estandarización de dosis infectiva con taquizoitos en 

ratonas gestantes usando también taquizoitos de la cepa ME49. Se demostró 

la infección de algunos fetos usando la dosis más alta. Las estandarizaciones 

realizadas ayudarán a seguir a fin con el modelo de toxoplasmosis congénita 

en ratón que simulara los cambios en la transmisión y el daño fetal en 

humanos; con un avance importante en el conocimiento del mismo, además de 

ampliar la comprensión de la toxoplasmosis congénita. 
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INTRODUCCIÓN 
Toxoplasma gondii es un parásito cosmopolita intracelular obligado que infecta 

a todos los vertebrados homeotermos, causando problemas clínicos y 

zootécnicos. 

La toxoplasmosis es una zoonosis de distribución mundial y con gran impacto 

en salud pública. Aproximadamente uno de cada tres individuos alrededor del 

mundo están infectados, con intervalos de prevalencia entre 12 y 90 por ciento, 

lo cual se va incrementando con la edad. Causa retraso mental, pérdida de la 

visión, problemas en mujeres embarazadas, además de morbilidad y 

mortalidad en pacientes inmunodeficientes. 

La toxoplasmosis congénita es una de las enfermedades parasitarias que 

afectan a mujeres embarazadas, es causal de abortos, de mal formaciones y 

de infertilidad. Si una hembra gestante se primo-infecta por vía oral, pueden 

infectar al embrión o feto y ocasionar toxoplasmosis congénita. El riesgo de que 

ocurra una transmisión vertical es bajo al principio de la gestación, pero si 

ocurre, el daño al embrión/feto suele ser grave, y causar problemas clínicos 

severos e incluso la muerte. Por el contrario, si la infección de la hembra 

gestante ocurre al final de la gestación, la tasa de transmisión vertical aumenta 

hasta el 80 por ciento y la probabilidad de daño al feto es mínima. La razón de 

este fenómeno, no es clara. Debe tomarse en cuenta la virulencia del parásito 

(ya que solamente las cepas tipo II presentan esta dinámica de 

transmisión/daño, y no así las tipo I). 

El presente trabajo, consiste en desarrollar un modelo animal de toxoplasmosis 

congénita que simula los cambios que ocurren en el ser humano con respecto 

a la tasa de transmisión vertical y daño fetal ocurridos en los distintos trimestres 

de la gestación.  

Este modelo, pretende ser utilizado en estudios posteriores que ayude al 

desarrollo de nuevas estrategias, para favorecer las oportunidades del 

embrión/feto contra la infección y el daño de Toxoplasma gondii. 
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1. MARCO TEÓRICO 

1.1. TOXOPLASMA GONDII  

1.1.1. CONCEPTO 
Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado. Su hospedero 

definitivo son los felinos, mientras que cualquier animal homeotermo puede ser 

su hospedero intermediario1. Su nombre se deriva de las palabras griegas 

toxon, que significa “arco” y plasma, que significa “forma”, refiriéndose a la 

forma arqueada del citoesqueleto que presenta la fase de taquizoito2. 

1.1.2.   CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA 

Toxoplasma gondii pertenece al Phylum Apicomplexa (protozoarios cuyo 

estadio móvil presenta complejo apical), Clase Sporozoasida, Subclase 

Coccidiasina, Orden Eucoccidiorida y Familia Sarcocystidae; describiéndose 

solamente una especie para el género1. 

1.1.3.  MORFOLOGÍA 

1.1.3.1.  TAQUIZOITO 

El término “taquizoito” (del griego Tachos, rápido), se propuso en 1973 por 

Frenkel3, para describir la multiplicación rápida en cualquier célula del 

hospedero intermediario y en las células epiteliales no intestinales del 

hospedero definitivo. Esta forma del parásito se asocia con la fase aguda de la 

infección. Tiene un tamaño de 2x6 µm. No presenta medios de locomoción; sin 

embargo, se puede mover por ondulación y rotación. Una característica de su 

morfología ultra estructural es que el núcleo se localiza al centro. Su 

reproducción es asexual por un mecanismo semejante a la fisión binaria, 

llamado endodiogenia, en el que se forman dos células hijas, que al crecer 

ocupan todo el citoplasma de la célula madre, la cual termina por desaparecer. 

1.1.3.2.  QUISTE    

Los quistes contienen a los bradizoitos. Estos varían en tamaño, ya que 

pueden tener 5 µm de diámetro y contener dos bradizoitos, hasta tener 100 µm 

de diámetro con miles de bradizoitos dentro. Los quistes se pueden encontrar 

principalmente en tejidos neuronales y musculares4.  
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1.1.3.3.  BRADIZOITO  

El bradizoito proviene del griego brady que significa lento. Estos son 

semejantes a los taquizoitos pero se dividen lentamente en el interior del 

quiste, por lo que se asocia con el estado crónico de la infección; no obstante, 

los bradizoitos se pueden formar desde la fase aguda (a partir de los tres días).  

1.1.3.4.  OOQUISTE 

Los quistes con bradizoitos que son ingeridos por los felinos se liberan a la luz 

intestinal por las enzimas digestivas e invaden a los enterocitos 

diferenciándose en un macrogameto (célula femenina) y un microgameto 

(célula masculina). El microgameto posee un flagelo que le permite 

desplazarse sobre el epitelio intestinal para fecundar al macrogameto, lo que 

da origen a un cigoto. Este cigoto se transforma en un ooquiste inmaduro no 

infectivo (de forma esférica de 10x12 µm de diámetro), que es liberado al medio 

a través de las heces. En condiciones de temperatura y humedad adecuadas, 

los ooquistes maduran a un estado infectivo (de forma elipsoidal de 11x13 µm 

de diámetro) conteniendo en su interior ocho esporozoitos, que al ser ingeridos 

por un hospedero intermediario, inician la infección5.  

1.2. CICLO DE VIDA 

Los seres humanos o cualquier animal homeotermo pueden adquirir 

toxoplasmosis por el consumo de ooquistes. Después de la ingestión de 

ooquistes esporulados, las condiciones de pH del estómago favorecen el 

rompimiento del ooquiste y la liberación de esporozoitos, los cuales penetran a 

las células del epitelio intestinal donde se multiplican en distintos tipos 

celulares6. Los esporozoitos se convierten en taquizoitos, los cuales se 

multiplican rápidamente e invaden cualquier tipo celular; posteriormente, se 

convierten en bradizoitos y se enquistan7.  

Los quistes persisten durante toda la vida del hospedero, por lo que otra fuente 

de infección, es el consumo de carne cruda o mal cocida, contaminada con 

quistes8 (figura 1). 
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Figura 1. Ciclo biológico de T. gondii 9. 
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1.3. MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO 

El diagnóstico de la infección por T. gondii se puede realizar mediante una gran 

diversidad de técnicas (cuadro 1), en las cuales se emplean diferentes 

muestras biológicas (sangre, suero, heces, líquido cefalorraquídeo, líquido 

amniótico, tejidos, entre otras); el resultado de dichas técnicas así como la 

signología clínica ayuda a establecer criterios para tratar la enfermedad. 

 
Cuadro 1. Técnicas de diagnóstico para la detección de T. gondii9,10. 

 

1.3.1. AISLAMIENTO DEL PARÁSITO 

El aislamiento de T. gondii a partir de líquidos corporales en el paciente refleja 

una infección aguda. Toxoplasma gondii puede aislarse de sangre, de líquido 

cefalorraquídeo (LCR) y de otros líquidos o tejidos corporales. Se inocula el 

líquido corporal en cultivos celulares o en la cavidad peritoneal de ratones. En 

el último caso debe comprobar la presencia del parásito en el líquido del 

peritoneo 6-10 días después de la inoculación. Se busca en preparaciones 

frescas y se distinguen al microscopio una membrana, un citoplasma 

refringente y un núcleo redondo de mayor condensación. También, puede 
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realizarse un frotis del exudado peritoneal de ratón; la muestra se fija con 

metanol, se tiñe con Wright, Giemsa y se observa al microscopio, donde se 

distingue una membrana a veces granulosa, el citoplasma teñido de azul y el 

núcleo de rojo en el centro del citoplasma. Si no se encuentran parásitos en el 

líquido peritoneal del ratón, puede llevarse a cabo una titulación sérica anti-

Toxoplasma gondii 4 a 6 semanas después de la inoculación. La sensibilidad 

de este método en el diagnóstico de infección aguda es de aproximadamente 

90 por ciento. Este método presenta algunas desventajas, como son el riesgo 

de contaminación y el que no se obtienen resultados inmediatos, debido al 

tiempo necesario para que proliferen los parásitos11.  

1.3.2. IDENTIFICACIÓN HISTOLÓGICA 

En material de biopsia de tejidos corporales, los taquizoitos y los bradizoitos 

enquistados son demostrables con la tinción de Wright, hematoxilina-eosina y 

la de Schiff-ácido peryódico, inmunofluorescencia específica y tinción con 

inmunoperoxidasa. La demostración de quistes con bradizoitos solamente 

confirma una infección previa, excepto si se encuentran quistes en placentas, 

fetos o recién nacidos, en los que se indica una infección congénita11.  

1.3.3. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

Consiste en efectuar una replicación repetitiva in vitro de una secuencia 

específica de DNA del parásito12. Al amplificar o copiar varias veces una misma 

secuencia, se aumenta en forma proporcional la sensibilidad de la misma. El 

producto amplificado se analiza en un gel de agarosa y se tiñe con bromuro de 

etidio. Clínicamente, se ha empleado con buenos resultados para detectar la 

presencia de T. gondii en líquido amniótico, líquido cefalorraquídeo y muestras 

de tejidos13. 

1.3.4. INMUNODIAGNÓSTICO (ELISA) 

El ELISA se emplea para la identificación de las diferentes clases de 

anticuerpos: IgA, IgE, IgM e IgG (y sus subclases). Es una técnica que utiliza 

anticuerpos conjugados a una enzima que se unen a anticuerpos presentes en 

el suero del paciente, que conservan su capacidad de unión específica al 
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antígeno. En este sistema, se absorbe el antígeno o el anticuerpo a una fase 

sólida insoluble, y la enzima es capaz de producir una reacción de óxido-

reducción, en la cual el sustrato se transforma en un producto colorido.  

Existen diversos tipos de ELISA: directo, indirecto, de captura y competitivo. 

Casi todos permiten la determinación de antígenos en fluidos biológicos a 

excepción del método indirecto que sólo detecta anticuerpos. En los métodos 

directos, el anticuerpo dirigido específicamente contra el antígeno es el que 

lleva unida la enzima. En cambio, en los métodos indirectos, el conjugado 

enzima-anticuerpo reacciona con un primer anticuerpo, el cual ya reaccionó 

con el antígeno. En los de captura, el conjugado enzima-anticuerpo se une al 

antígeno antes fijado a un primer anticuerpo absorbido a la fase sólida. 

Posteriormente, se agrega el sustrato de la enzima y se mide la intensidad del 

color desarrollado, la cual es proporcional a la magnitud de la reacción 

antígeno-anticuerpo. Las enzimas más empleadas son la peroxidasa de rábano 

(HRP), la fosfatasa alcalina (FA) y la β-D-galactosidasa (BG). Los sustratos 

para la enzima HPR son el peróxido de hidrógeno o el peróxido de urea, que al 

ser reducidos dan productos incoloros, por lo que se acompañan de 

cromógenos que se oxidan y desarrollan color. La más empleada es la o-

fenilendiamina (OPD), que continúa en forma soluble después de ser oxidada. 

Los sustratos para la FA son el p-nitrofenil fosfato y el 5-bromo-4-cloro-3-indoil 

fosfato14.  

1.4. CLASIFICACIÓN DE LAS CEPAS DE T. gondii 

Hace unos años, la mayoría de los aislamientos de T. gondii fueron 

considerados clonas, con una discreta diversidad genética, derivándose la 

mayor parte de la información a partir de seres humanos y animales, tanto 

enfermos o aparentemente sanos, dentro de un ciclo doméstico o urbano, 

provenientes de Europa y Norteamérica, agrupándose en uno de los tres tipos 

genéticos o linajes predominantes, denominados I, II y III, con base en 

electroforesis de isoenzimas, el polimorfismo  de  fragmentos  de  restricción  

(RFLP)  del  gen  SAG2  (entre otros marcadores) y la tipificación de 

microsatélites. Por otro lado, existen cepas recombinantes que son mucho más 
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anormales, representando sólo el 5-10 por ciento de los linajes clónales y son 

responsables de más del 40 por ciento de toxoplasmosis atípica grave en 

humanos15 y 16. La cepa con genotipo I es altamente virulenta en ratones, tienen 

alta tasa de multiplicación in vitro y una reducción en la interconversión de 

taquizoitos a bradizoitos. Se han asociado con infecciones oculares en 

pacientes inmunocompetentes. Además, tienen una gran capacidad de cruzar 

barreras en tejidos in vitro e in vivo. La cepa con genotipo II son aislados 

frecuentemente en humanos, ovejas y cerdos. No son virulentas para los 

ratones. Son los responsables del 70 por ciento de todas las infecciones 

adquiridas en los seres humanos, están asociados a la reactivación de 

infecciones crónicas por persistencia de los quistes en tejido y son la causa del 

65 por ciento de las infecciones en pacientes con VIH. Estas variantes tienen 

una tasa baja de multiplicación y llevan a cabo una rápida interconversión de 

taquizoito-bradizoito y la formación de quistes. La cepa con genotipo III se ha 

obtenido en animales silvestres, es difícil que causen enfermedades en 

humanos. Son relativamente avirulentas para ratones y se relacionan con 

infecciones crónicas en animales y seres humanos17.  

1.5. PATOGENIA Y MECANISMO DE TRANSMISIÓN 

La patogenia de la infección por T. gondii en humanos y en animales está 

directamente relacionada con la vía de transmisión, los sitios de multiplicación y 

la cepa del parásito. Dependiendo de estos factores, se presentarán las 

lesiones y la signología clínica. La toxoplasmosis se puede transmitir horizontal 

(infección adquirida) o verticalmente (infección congénita) 15.  

1.5.1. TRANSMISIÓN HORIZONTAL  (INFECCIÓN ADQUIRIDA) 

Los hospederos definitivos e intermediarios pueden infectarse mediante 4 rutas 

principalmente: 

1) Vía oral-fecal a través de las heces de gatos primo-infectados que 

contaminan el suelo, depósitos de agua para consumo humano, ríos, 

mares, pastos, forrajes, jardines, cultivos de frutas y vegetales con 

ooquistes esporulados. 
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2) Consumo de carne cruda o mal cocida contaminada con quistes tisulares. 

3) Trasplante de diversos órganos18 y 19. 

4) También se ha descrito la transmisión del parásito por consumo de leche 

cruda de borrega, cabra y vaca contaminada con taquizoitos20.  

1.5.2. TRANSMISIÓN VERTICAL (INFECCIÓN CONGÉNITA) 

La toxoplasmosis congénita es un fenómeno muy complejo, tiene una estrecha 

relación entre los trimestres de la gestación, la transmisión del parásito y el 

daño al embrión/feto. En los seres humanos, se ha demostrado que las cepas 

con genotipo II son más comunes, aunque los genotipos I y III así como las 

cepas atípicas, también se han reportado. 

En primo-infecciones de mujeres embarazadas, el paso trasplacentario del 

parásito puede producir infección congénita, con una prevalencia en los recién 

nacidos de 0,01 a 0,3 por ciento, según; zona geográfica, estilo de vida y nivel 

socioeconómico15. 

Una de las observaciones más interesantes en la toxoplasmosis congénita a 

surgido a partir del estudios de seguimiento de mujeres embarazadas no 

infectadas, que seroconvertían durante el embarazo, las tasas de transmisión 

vertical y el daño fetal se relacionan con el momento de la primo-infección, en 

un sentido contrario (gráfica 1): durante las primeras semanas de gestación, la 

transmisión vertical no es frecuente, pero si ocurre, causa daños importantes 

en el embrión, lo que es la razón de que toxoplasmosis causa abortos y muerte 

fetal. Al final del embarazo, la tasa de transmisión puede aumentar hasta un 80 

por ciento, pero la proporción de recién nacidos enfermos disminuye a 

alrededor del 15 por ciento. Así, la mayoría de casos afectados por la 

toxoplasmosis congénita son aquellos cuyas madres adquirieron la infección 

durante el segundo trimestre de la gestación. Aunque la mayoría de los fetos 

infectados al final del embarazo nacen sin signos clínicos, pueden desarrollar 

los problemas oculares o cerebrales en, meses e incluso años después. 
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Gráfica 1. Representación esquemática de la relación entre el momento de la primo-infección 

de la madre durante el embarazo y la tasa de transmisión/daño fetal15.  
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2. JUSTIFICACIÓN 
En la actualidad, existe una gran cantidad de modelos animales utilizados para  

el estudio de la toxoplasmosis congénita; en la mayoría de ellos, el objetivo 

principal es determinar la funcionalidad de los fármacos; en otros, sólo buscan 

un modelo capaz de transmitir verticalmente la infección; empero, estos 

estudios no se basan en las distintas frecuencias de transmisión vertical y daño 

fetal, ocurrido en los seres humanos infectados durante los distintos trimestres 

de la gestación como se ha discutido anteriormente; por lo que los modelos 

utilizados no reflejan la infección natural en el ser humano; por tal motivo es 

importante desarrollar un modelo animal de toxoplasmosis congénita, que 

verdaderamente simule las distintas frecuencias de transmisión vertical y daño 

fetal, ocurrido en los seres humanos infectados, durante los distintos trimestres 

de la gestación.  

3. HIPÓTESIS 
El modelo de toxoplasmosis congénita en ratón BALB/c simulará los cambios 

en la transmisión vertical y el daño fetal ocurridos en los seres humanos.  

4. OBJETIVOS 

4.1. OBJETIVO GENERAL 
Desarrollar un modelo de toxoplasmosis congénita en ratón que simule los 

cambios en la transmisión y el daño fetal en humanos.  

4.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

• Determinar el porcentaje de infección en crías BALB/c durante los diferentes 

tercios de la gestación, de madres infectadas. 

• Determinar el porcentaje de daño en las crías BALB/c durante los diferentes 

tercios de la gestación, de madres infectadas. 
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5. DISEÑO EXPERIMENTAL  

5.1. TIPO DE ESTUDIO  
Comparativo, experimental, prolectivo, transversal 

5.2. POBLACIÓN DE ESTUDIO 
Ratones de la cepa BALB/c 

5.3. CRITERIOS DE INCLUSIÓN, EXCLUSIÓN Y ELIMINACIÓN 
Serán incluidos todos aquellos animales que antes de iniciar los experimentos 

1) no estén gestantes, 2) estén clínicamente sanos, 3) presenten una serología 

negativa para T. gondii.  

Serán excluidas y sustituidas en los experimentos, todas las hembras que no 

estén preñadas siendo del grupo gestante, así como aquellas que siendo del 

grupo de infectadas no lo estén. 

Se eliminarán aquellas ratonas gestantes que mueran durante el estudio antes 

del tiempo estipulado para cada grupo o que presenten signos/síntomas de otra 

infección a la que fue sometido.  

5.4. VARIABLES 

5.4.1. VARIABLES INDEPENDIENTES  

Tiempo de gestación (7, 14, 18 días) 

Cepa de ratón (BALB/c) 

Cepa de T. gondii (ME49) 

5.4.2. VARIABLE DEPENDIENTE 

Número de crías infectadas 

Número de crías con daño, del total de crías infectadas 

Número de crías con daño, del total de crías  
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6. METODOLOGÍA 

6.1. SELECCIÓN DE LA CEPA Y ESPECIE DEL HOSPEDERO, VÍA DE 
ADMINISTRACIÓN, TIPO, CEPA Y ESTADIO DE T. gondii.  

Se colaboró con una revisión sistemática (Vargas-Villavicencio et al., 2011, 

manuscrito en preparación), en el cual fueron resueltas diversas variables a 

considerar para el desarrollo del modelo, entre ellas fue la elección del 

hospedero, este fue el ratón, puesto que cumplía con los diferentes aspectos 

como fue: 

• La existencia de transmisión vertical en este hospedero. 

• El proceso inmunológico similar al del ser humano. 

• Las similitudes (humano-ratón) en el tipo de placentación que presentan 

(anexo 2).  

El siguiente punto fue seleccionar una cepa del hospedero resistente a la 

toxoplasmosis, ya que en el ser humano es considerado, de  igual forma,  

resistente. Por lo anterior, se utilizó la cepa BALB/c, que describió Roberts y 

Alexander 199221 y posteriormente Fux et al., 200022, en donde mencionan la 

resistencia hacia la toxoplasmosis. 

Como se mencionó en los antecedentes, la cepa del parásito tipo II presenta 

una relación entre los trimestres de la gestación, la transmisión del parásito y el 

daño al embrión/feto (grafica 1); por lo que se seleccionó la cepa ME4923 de T. 

gondii que es de tipo II. 

Asimismo, se buscó en la literatura qué estadio del parásito puede infectar la 

placenta-feto. El estadio de T. gondii que se utilizó fue el de taquizoito, puesto 

que se han encontrado antígenos de este estadio (y no de otros) en abortos de 

seres humanos, estos antecedentes apuntan a que los taquizoitos son el único 

estadio que atraviesan la placenta24 y 25. 
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Por último, se buscó en la literatura qué vía de inoculación está reportada como 

la ruta utilizada por el parásito para llegar al embrión-feto (infección vertical), en 

este caso se escogió la vía intravenosa26 y 27.   

6.2. ESTANDARIZACIÓN DEL CICLO ESTRAL EN RATONAS BALB/c  
Para que todas las ratonas BALB/c estuvieran en el mismo ciclo estral, se 

utilizaron las siguientes estrategias reportadas por Arteaga et al., 200928. Se 

colocaron a todas las ratonas BALB/c en una sola jaula y se le cambió el 

aserrín por el de los machos reportado en Letscher-Bru et al., 200329, para que 

de esta forma todas las ratonas estuvieran cicladas. 

6.3. OBTENCIÓN DE FROTIS VAGINAL 

Las ratonas se identificaron por numeración ascendente marcándolas en la 

cola con un plumón de tinta indeleble. Después se esterilizó el asa 

bacteriológica; lavándola con agua corriente, colocándola a la flama al rojo vivo 

y lavándola con solución salina isotónica, este procedimiento se realizó cada 

vez que se tomó un frotis vaginal en cada ratona, para evitar contaminación. 

Para obtener los frotis vaginales se tomó a cada ratona por la cola, sacándola y 

colocándola en la tapa de la jaula, se levantó la cola de la ratona para agregar 

una gota de solución salina isotónica en el orificio vaginal; posteriormente, se 

introdujo el asa previamente esterilizada en el orificio vaginal realizando suaves 

raspados en las paredes vaginales y de esta manera obtener células 

descamadas e identificando la fase del ciclo estral donde se encontraba cada 

ratona; la muestra obtenida se colocó en un portaobjetos identificado con el 

número de la ratona y el día de toma de muestra correspondiente.  

6.4. TINCIÓN HEMATOXILINA-EOSINA (CICLO ESTRAL) 

Después de obtener los frotis vaginales, los portaobjetos se secaron; se 

prosiguió a teñirlos con hematoxilina-eosina; 10 min con hematoxilina, 5 min 

con eosina y 5 min con alcohol absoluto, entre cada cambio de solución se lavó 

con agua destilada el portaobjetos, ya teñido el frotis vaginal se observaron al 

microscopio (anexo 1)30. 
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6.5. TINCIÓN DE PAPANICOLAOU (CICLO ESTRAL) 

Después de obtener los frotis vaginales, los portaobjetos se secaron, se siguió 

el procedimiento del cuadro 2 para la tinción de Papanicolaou. 

 

Cuadro 2. Descripción de los pasos a seguir de la tinción de Papanicolaou31  

Los frotis vaginales teñidos con las dos tinciones se observaron al microscopio 

(anexo 1)30. Se realizó un comparativo de ambas técnicas para predecir el ciclo 

estral de las ratonas y así ocupar la técnica más factible para los intereses del 

desarrollo experimental, la cual fue la hematoxilina-eosina.  
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6.6. APAREAMIENTO 
Para realizar el apareamiento, las ratonas BALB/c, tenían que ser de diferentes 

camadas y sólo estar emparentados por padre o abuelo. Después de que se 

obtuvieron a las ratonas cicladas, se pronosticó el día en que las ratonas se 

encontraran en la fase del ciclo estral del proestro o proestro-estro. Todas las 

ratonas se pesaron en una balanza granataria. Posteriormente, se colocaron a 

dos hembras con un macho sexualmente experto, después de 48 horas se 

apartaron los machos de las hembras. Se revisaron las ratonas para observar 

la presencia de tapón vaginal21 y 32, el cual puede identificarse levantando la 

cola de las ratonas y observando en el orificio vaginal un tapón que a la luz es 

brilloso. La presencia de éste es considerado como tiempo cero o inicio de la 

gestación. Además, se volvieron a pesar todas las ratonas con la balanza 

granataria por 9 días posteriores al tiempo cero, de esta manera se pronosticó, 

por peso, cuales ratonas estuvieran preñadas (procedimiento modificado de 

Freyre 200933). Aquellas ratonas que no estuvieron gestantes, fueron eliminas 

del estudio. 

6.7. ESTANDARIZACIÓN DE CANTIDAD DE AZUL DE METILENO 
COMO UN MECANISMO DE PSEUDOINFECCIÓN 

Antes de iniciar la infección experimental, se adiestró para el manejo de 

ratones y la inoculación por vía intravenosa del colorante como un mecanismo 

de seudoinfección. Se utilizaron ratonas BALB/c, las cuales, se les inyectó azul 

de metileno 0.1 por ciento vía intravenosa (vena de la coccígea). Se realizaron 

dos experimentos. 

Primer experimento. Se utilizaron 6 ratonas de 7 días de preñes. Se dividieron 

en tres grupos de dos ratonas cada uno y se les dosificó una cantidad diferente 

de azul de metileno: (A) 200 μL, (B) 300 μL, (C) 400 μL.  

Segundo experimento. Se utilizaron 9 ratonas dosificándoles 400 μL de azul de 

metileno. Se dividieron en tres grupos, con tres ratonas cada uno: (D) 7 días de 

gestación, (E) 14 días de gestación, (F) 18 días de gestación. 
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Transcurridos 5 min de administrar el azul de metileno se sacrificaron por 

dislocación cervical. Se les diseccionó y se observaron macroscópicamente los 

órganos de cada animal. 

6.8. ESTANDARIZACIÓN DE LA DOSIS INFECTIVA CON 
TAQUIZOITOS DE LA CEPA ME49 EN RATONES BALB/c NO 
GESTANTES 

Una vez estandarizada la vía de inoculación con el azul de metileno, se llevó a 

cabo una infección con taquizoitos de la cepa tipo II no virulenta ME49 (anexo 

3) a tres dosis diferentes en ratones BALB/c no gestantes. Se utilizaron 10 

ratonas BALB/c seronegativas (anexo 4) a T. gondii, se dividieron en 5 grupos 

cada uno con 2 ratonas: 

Grupo A (grupo control): Se les inoculó 100 μL de solución inyectable a cada 

ratona. 

Grupo B: Se les inoculó a cada ratona 2,500 taquizoitos de la cepa ME49 en 

120 μL de medio de cultivo. 

Grupo C: Se les inoculó a cada ratona 25,000 taquizoitos de la cepa ME49 en 

120 μL de medio de cultivo. 

Grupo D: Se les inoculó a cada ratona 250,000 taquizoitos de la cepa ME49 en 

120 μL de medio de cultivo. 

Grupo E: Se les inoculó a cada ratona 2,500,000 taquizoitos de la cepa ME49 

en 120 μL de medio de cultivo. 

Se sacrificaron a las 48 h después de la inoculación y se extrajeron los bazos 

de cada animal, ya que es uno de los órganos blanco para encontrar la 

infección y/o daño34. En los tejidos extraídos, se cuantificó el gen B1 de T. 

gondii por PCR en tiempo real (anexo 5) para determinar si hubo o no 

infección.  
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6.9. ESTANDARIZACIÓN DE LA DOSIS INFECTIVA CON 
TAQUIZOITOS DE LA CEPA ME49 EN RATONES BALB/c 
GESTANTES 

Una vez estandarizada la dosis infectiva en ratonas no gestantes, se llevó a 

cabo una infección con taquizoitos de la cepa tipo II no virulenta ME49 (anexo 

3) a tres dosis diferentes, en ratones BALB/c de 8 días de gestación. Se 

utilizaron 10 ratonas BALB/c seronegativas (anexo 4) a T. gondii, se dividieron 

en 5 grupos cada uno con 2 ratonas: 

Grupo A (grupo control): Se les inoculó 100 μL de solución inyectable a cada 

ratona. 

Grupo B: Se les inoculó a cada ratona 2,100,000 taquizoitos de la cepa ME49 

en 120 μL de medio de cultivo. 

Grupo C: Se les inoculó a cada ratona 4,300,000 taquizoitos de la cepa ME49 

en 120 μL de medio de cultivo. 

Grupo D: Se les inoculó a cada ratona 8,600,000 taquizoitos de la cepa ME49 

en 120 μL de medio de cultivo. 

Grupo E: Se les inoculó a cada ratona 17,300,000 taquizoitos de la cepa ME49 

en 120 μL de medio de cultivo. 

Se sacrificaron a las 48 h después de la inoculación y se extrajeron tejido 

materno (hígado-bazo) y tejido fetal: feto 1’ y 6’ o último (figura 2); se cuantificó 

el gen B1 de T. gondii por PCR en tiempo real (anexo 5), para determinar si 

hubo o no infección. Se escogieron fetos 1 y 6 o último (figura 2) para 

histología.  

 
FIGURA 2. Elección fetal para 
histología y PCR en tiempo 
real para la estandarización 
de la dosis infectiva con 
taquizoitos de la cepa ME49 
en ratones BALB/c 
gestantes. 
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7. RESULTADOS 

7.1. ESTANDARIZACIÓN DEL CICLO ESTRAL EN RATONAS BALB/c. 
OBTENCIÓN DE FROTIS VAGINAL. TINCIÓN HEMATOXILINA-
EOSINA (CICLO ESTRAL) 

Los frotis vaginales fueron teñidos con hematoxilina-eosina para identificar los 

diferentes tipos celulares, y por ende, la etapa del ciclo estral en que se 

encontraran. Este procedimiento se llevó a cabo durante 15 días (figura 3-6). 

Teniendo completo el ciclo para cada ratona, se predijo el día en que 

estuvieran en la etapa del proestro-estro y así colocarlas con un macho para el 

apareamiento.  

 

Figura 3. ESTRO: Gran cantidad de células 

epiteliales cornificadas teñidas de color rosa. 

Ausencia de células nucleadas. Teñidas con 

hematoxilina-eosina (40x). 

 

 

Figura 4. METAESTRO: Gran cantidad de 

leucocitos teñidos de morado de forma 

redondeada. Ausencia de células epiteliales. 

Teñidas con hematoxilina-eosina (40x). 

 

Figura 5. DIESTRO: Leucocitos teñidos de 

morado de forma redondeada. Células 

nucleadas teñidas de morado amorfas. Teñidas 

con hematoxilina-eosina (40x). 

 



31 
 
 

 

 

Figura 6. Proestro: Gran cantidad de células 

nucleadas teñidas de morado amorfas y con el 

núcleo de un morado más intenso. Teñidas con 

hematoxilina-eosina (40x). 

 

 
7.2. GESTACIÓN 

Para aumentar la probabilidad de utilizar ratonas gestantes, se analizó el 

incremento de masa de cada una de ellas. En la siguiente gráfica se muestra 

en azul el registro de la masa corporal un día antes (-1) y 1, 2, 7 y 9 días 

después de que se preñaron. En rojo se muestran el registro de masa corporal 

en ratonas no preñadas: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 2. Aumento de la masa corporal con respecto al tiempo en ratonas preñadas y no 

preñadas 
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7.3. ESTANDARIZACIÓN DE CANTIDAD DE AZUL DE METILENO 
COMO UN MECANISMO DE PSEUDOINFECCIÓN 

En el primer experimento se inocularon diferentes cantidades de azul de 

metileno, se sacrificaron y se realizaron observaciones macroscópicas a los 

órganos que tuvieran tonalidades azules debido al colorante, uno de los 

órganos que más interesaban, fue la unidad feto-placentaria (cuadro 3). Con la 

observación macroscópica se aseguró que existiera una correcta irrigación 

hacia los diferentes órganos de una ratona, por medio de la vena coccígea 

(figuras 7-14). 

 
Cuadro 3. Observaciones macroscópicas en órganos con diferentes cantidades de azul de 

metileno a tiempo constante. 

Figura 7. Observación macroscópica de ratona BALB/c. Dosis administrada 200 μl de azul de 
metileno, con presencia significativa en boca y nariz, sin presencia en órganos principales. 
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Figura 8. Observación macroscópica de ratona BALB/c. Dosis administrada 
300 μl de azul de metileno, presencia en ciego e hígado. 

Figura 9. Observación macroscópica de ratona BALB/c. Dosis administrada 
300 μl de azul de metileno, presencia en cara. 
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Figura 11. Observación macroscópica de ratona BALB/c. Dosis administrada 400 μl 
de azul de metileno, presencia en boca, lengua, nariz y patas. 

Figura 10. Observación macroscópica de ratona BALB/c. Dosis administrada 400 μl 
de azul de metileno, en órganos principales. 
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Figura 14. Observación macroscópica de ratona BALB/c. Dosis administrada 400 μl 
de azul de metileno, presencia en cola. 

Figura 13. Observación macroscópica de ratona BALB/c. Dosis administrada 400 μl 
de azul de metileno, presencia en cerebro. 

Figura 12. Observación macroscópica de ratona BALB/c. Dosis administrada 400 μl 
de azul de metileno, presencia en unidad feto-placentaria. 
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Se llevó a cabo un segundo experimento en donde se utilizó la dosis de 400 μL 

de azul de metileno, debido a que en el primer experimento fue la dosis donde 

se observó teñida la unidad feto-placentaria con el colorante; posteriormente, 

se inoculó el colorante a las ratonas BALB/c preñadas en los diferentes tercios 

de la gestación. En el cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos. 

 
Cuadro 4. Inoculación de 400 μL de azul de metileno en tiempos diferentes de la gestación y 

sus observaciones macroscópicas. 
 

7.4. ESTANDARIZACIÓN DE LA DOSIS INFECTIVA CON 
TAQUIZOITOS DE LA CEPA ME49 EN RATONES BALB/c NO 
GESTANTES.  

Obteniendo la vía de administración para el modelo, por la irrigación y su 

presencia en la unidad feto-placentaria. Se realizó la inoculación con diferentes 

cantidades de taquizoitos por vía sanguínea en ratonas no gestantes, se 

sacrificaron a las 48 h, se les extrajeron los bazos, se realizaron PCRq. La 

gráfica 3 muestra en el eje de las abscisas, la cuantificación de taquizoitos y en 

el eje de las ordenas, el número de ciclos (Ct). Se muestra en color rojo la 

curva estándar de bazo, en color verde y azul, las muestras positivas 

obtenidas. Las muestras con mayor carga parasitaria inoculada 

experimentalmente resultaron positivas (9 y 10 bazo). Los valores obtenidos se 

encuentran en el cuadro 5. 
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Gráfica 3. Representación gráfica de PCRq con el gen B1 para la detección de T. gondii en 
bazo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 5. Resultados de PCRq con el gen B1 para la detección de T. gondii en bazo. 
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7.5. ESTANDARIZACIÓN DE LA DOSIS INFECTIVA CON 
TAQUIZOITOS DE LA CEPA ME49 EN RATONES BALB/c 
GESTANTES 

Después de obtener resultados positivos por PCRq en la estandarización de la 

dosis infectiva con taquizoitos de la cepa ME49 en ratones BALB/c no 

gestantes, se realizó un segundo experimento con ratonas gestantes y con 

diferentes dosis de taquizoitos, utilizando como dosis inicial, la dosis mayor del 

experimento anterior; posteriormente, las ratonas gestantes se sacrificaron a 

las 48 h y se les extrajo el bazo, así como los fetos, según la metodología 

descrita anteriormente; todas las muestras se analizaron por PCRq.  

La gráfica 4 y 5 muestra en el eje de las abscisas la cuantificación de 

taquizoitos y en el eje de las ordenas, el número de ciclos (Ct). Se muestra en 

color rojo la curva estándar de bazo y de feto respectivamente, en color verde y 

azul  las muestras positivas obtenidas en la placa de PCRq.  
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Gráfica 4. Representación gráfica de PCRq en tiempo real con el gen B1 para la detección de 
T. gondii en bazo de ratonas BALB/c gestantes y no gestantes. 

 

Gráfica 5. Representación gráfica de PCRq en tiempo real con el gen B1 para la detección de 
T. gondii en fetos 
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En el experimento hubo ratonas gestantes y otras que no se gestaron (estando 

en el grupo de las gestantes), en ambos casos se extrajeron los bazos de cada 

ratona, y se les cuantificó la carga parasitaria (gráfica y cuadro 6). Las ratonas 

no gestantes, infectadas con la misma dosis, presentaron un aumento en la 

carga parasitaria con respecto a las ratonas gestantes. 

Gráfica 6. Comparación de la carga parasitaria en hembras gestantes y no gestantes.  
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Cuadro 6. Resultados de PCRq en tiempo real con el gen B1 para la detección de T. gondii en 
bazo  de ratonas gestantes y sus fetos.  
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Figura 15. Bazo e hígado de ratonas gestantes infectadas con T. gondii (flechas blancas) y  feto 
de ratona BALB/c preñada de 12 días de gestación con reabsorciones (flechas grises). 

Izquierda superior: ratona Nº 3 inoculada con 2,100,000 taquizoitos. Derecha superior: ratona 
Nº 11 inoculada con 8,600,000 taquizoitos. Inferior central: ratona Nº 11 inoculada con 

8,600,000 (acercamiento). 

Por otra parte, al momento de extraer los órganos se observaron  

macroscópicamente signología de daño ocasionado por el parasito; en las 

ratonas gestantes se observó una esplenomegalia, así como una pigmentación 

no común en el hígado (flechas blancas); en el feto, se observaron 

reabsorciones en las dosis experimental de 2,100,000, y 8,600,000 taquizoitos 

(figura 15). 
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8. DISCUSIÓN DE RESULTADOS  
En el presente proyecto se llevaron a cabo estandarizaciones para desarrollar 

un modelo, en ratón, de toxoplasmosis congénita que simulara los cambios en 

la transmisión y el daño fetal en los seres humanos, las cuales servirán 

posteriormente para la finalización del modelo. 

La colaboración en la revisión sistemática dio como resultados, la elección de 

diversas variables como fueron la elección del hospedero y su cepa; por parte 

del parásito, la elección de la cepa, su estadio y la vía de inoculación, esto  fue 

muy importante, ya que de esta manera se realizó más rápido el inicio de la 

parte experimental de la tesis, utilizando estas variables independientes.  

En el presente trabajo solo se abordó un tercio de la gestación (segundo) en 

lugar de los tres, se eligió empezar por el segundo tercio de la gestación debido 

a la factibilidad de encontrar transmisión vertical y daño embrionario al mismo 

tiempo (50 por ciento para ambas, ver gráfica 1 que describe Correa et al., 

200715). Desde este tercio se puede iniciar los otros dos tercios de la gestación. 

Se realizaron dos tinciones (Papanicolaou y tinción hematoxilina-eosina) de los 

frotis vaginales para decidir cuál de ellas diagnosticará mejor la etapa del ciclo 

estral. Se optó por utilizar, la tinción hematoxilina-eosina, ya que es la técnica 

menos costosa, más rápida y sencilla.  

Cuando se aparearon los ratones se colocaron ratonas que solamente 

estuvieran en la etapa del ciclo estral proestro, proestro-estro y estro; se 

observó que en la etapa de proestro se obtuvieron más ratonas gestantes, 

mientras que cuando se colocaban en estro o proestro-estro el número fue 

menor. Por lo que se recomienda utilizar la fase del ciclo estral del proestro. 

Según la metodología descrita por Abou-bacar et al., 200432 y Robert y 

Alexander, 199221, se debe introducir al macho por un día en la jaula de las 

hembras y así obtener hembras gestantes; sin embargo, se obtuvieron mejores 

resultados (50 por ciento vs 90 por ciento de ratonas gestantes) si las 
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manteníamos por un día más; por lo anterior sugerimos se dejaran dos días el 

macho con la hembras en lugar de uno.  

Para asegurar que las ratonas estuvieran gestantes (después del 

apareamiento), se realizó un registro de su masa corporal  y de determinar, por 

el incremento del peso, la gestación23. De acuerdo a los resultados obtenidos 

se puede asegurar que una ratona esté gestante a los 7 días pos-apareamiento 

cuando hay un incremento de 4 gramos.  

Existen otras técnicas en la literatura para poder detectar y asegurar la mayor 

cantidad de ratonas gestantes e incluirlas en los experimentos posteriores; A) 

citología vaginal del ciclo estral descrito en Allen 192235, en donde se realizan 

exudados vaginales post-apareamiento cada 2-3 días; tres muestras de 

exudado consecutivos con un predominio de leucocitos serán tomadas como 

una indicación de preñez; B) observación de dilatación abdominal, se 

inspeccionan ratonas de 12 días de gestación descrito en Freyre et al 200623; 

C) palpación abdominal, ultrasonido y ELISA descrita en la tesis doctoral de 

Pallarés-García36. Cabe resaltar que cada una de las técnicas mencionadas 

presentan ciertos inconvenientes como: capacitación mayor, altos costos de los 

equipos utilizados, y para el ELISA una técnica invasiva para el animal.  

Se estandarizó el azul de metileno para poder observar macroscópicamente la 

irrigación hacia los diferentes órganos blanco de una ratona. Se les administró: 

200 μL, 300 μL y 400 μL de azul de metileno para que fuera una dosis no letal y 

visible macroscópicamente26 y 27. Con lo realizado experimentalmente, se 

obtuvo el adiestramiento para la inoculación de los parásitos por vena 

coccígea; al principio se inoculó con una aguja de insulina, pero esta no 

permitió la administración de todo el colorante, por lo que se aumentó el calibre 

de la aguja a una de 21G*1 ¼. 

En la estandarización de la dosis infectiva con taquizoitos de la cepa ME49 en 

ratonas BALB/c no gestantes y gestantes, se extrajo el bazo según Khan et al., 

199634, debido a que en este órgano, se observa una respuesta inmunológica 

exacerbada durante la infección por T. gondii, tanto en ratones como en otras 
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especies infectadas de manera natural37. Asimismo, se corroboró en este 

trabajo que el bazo es un órgano que se puede utilizar como un marcador 

importante para detectar T. gondii.  

En la estandarización de la dosis infectiva con taquizoitos de la cepa ME49 en 

ratones BALB/c no gestantes, se realizó este experimento para saber que dosis 

inoculada con taquizoitos infectaría a la madre. En la literatura consultada38 y 39 

existe una gran discrepancia ya que reportan, una dosis que va desde 30-

10,000 taquizoitos, utilizando una cepa virulenta (RH) y una vía de 

administración intraperitoneal; por lo cual no nos fue útil estos datos y por ello 

se decidió utilizar un rango de dosis de 2,500-2,500,000 en múltiplos de 100 

infectados de manera intravenosa. Sólo en la dosis más alta infectó al bazo de 

la ratona, probablemente fueron eliminados de inmediato por la inmunidad 

innata después de la inoculación de los parásitos y no llegaron a tejidos 

periféricos40. La literatura describe que T. gondii circulan en sangre sólo por 1 h 

después de la infección; posteriormente, los parásitos sólo existen 

intracelularmente infectando leucocitos según Chinchilla et al., 199341, Guerrero 

et al., 199742 y Courret et al., 200643.  

En la estandarización de la dosis infectiva con taquizoitos de la cepa ME49 en 

ratones BALB/c gestantes; lo relevante del experimento fue haber encontrado 

resultados positivos (o dudosos o no infectado) por PCRq en fetos, lo cual 

indica -bajo las condiciones establecidas- que existe un paso trasplacentario de 

taquizoitos de la cepa ME49 tipo II administrados por vía sanguínea. Se sugiere 

que para los próximos experimentos donde se utilice PCRq, se realice por 

triplicado como en el presente trabajo, de esta manera se podrá discernir, si es 

positivo o negativo. El equipo de PCRq que se utilizó tiene exactitud para 

detectar el ADN de un taquizoito. No obstante, la cantidad de dicho DNA puede 

ser tan pequeña, al grado que no lo detecte, o en su defecto detectar falsos 

positivos. 
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Las cargas parasitarias de ratonas gestantes fueron menores a las no 

gestantes. Aparentemente debido a su estado de preñez, no importando la 

cantidad inoculada de taquizoitos; siempre se mantuvo constante este 

aumento. Lo anterior nunca ha sido documentado. 

 

Al momento de extraer los órganos de las ratonas gestantes, se identificó 

algunos signos de daño tanto en las madres como en las crías. En las primeras 

se encontró esplenomegalia y pigmentaciones en el hígado37; en los fetos, se 

encontró reabsorciones o menor tamaño y aspecto necrótico, hemorrágico, en 

comparación con los normales. Esto hace suponer que la presencia de T. 

gondii  pudo haber causado tales cosas. Asimismo, concuerda con lo descrito  

por GE et al., 200839; posiblemente, la infección pudo alterar el equilibrio entre  

la madre y el feto lo que trajo por consecuencia, la pérdida o daño del feto. 
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9. CONCLUSIONES 
 Se desarrolló parcialmente el modelo de toxoplasmosis congénita en ratón 

que simule los cambios en la transmisión. 

 Se determinó el uso del ratón como hospedero para el modelo y la 

cepa ME49 en el estadio de taquizoito, para la infección, infectado de 

manera intravenosa.   

 Se optó por utilizar la prueba de tinción de la hematoxilina eosina 

para los frotis vaginales. 

 Las ratonas apareadas con el ciclo estral del proestro presentaron 

mayor probabilidad de gestación. 

 Un aumento en la masa de la ratona mayor a 4 g en 7 días, presenta 

mayor probabilidad de gestación. 

 La dosis mínima para lograr una infección en ratonas preñadas es de 

2.5 millones de taquizoitos.   

 No fue posible desarrollar la estandarización para determinar el daño de los 

fetos en los distintos tercios de la gestación. 
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10. PERSPECTIVAS 
 Se sugiere un próximo experimento a realizar que considere la 

estandarización de la dosis infectiva con taquizoitos de la cepa ME49 en 

ratones BALB/c gestantes con tiempo inoculación-eutanasia 48 h y 96 h, 

para aumentar la probabilidad de que los taquizoitos se repliquen en las 

células parasitadas dentro de la unidad feto-placentaria. 

 

 Realizar la estandarización del 1er y 3º tercio de la gestación.  

 

 Realizar la estandarización para determinar el daño de los fetos en los 

distintos tercios de la gestación.  
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11. APENDICE  
SOLUCIONES Y REACTIVOS UTILIZADOS 

ALBUMINA 1 por ciento: Se pesan 0.2 g de albúmina y se le agregó PBS-Tween 

0.05 por ciento hasta obtener 20 mL.  

AMORTIGUADOR DE CARBONATOS 0.15 M pH 9.6: Pesar 1.59 g de carbonato de 

sodio y 1.26 g de bicarbonato de sodio, disolver los carbonatos en 800 mL de 

agua bidestilada, ajustar a pH 9.6 y aforar a 1000 mL mantener a 4º C. 

ANTÍGENO TOTAL DE T. gondii 2 mg/mL: Medir 10 µL de antígeno total de T. gondii 

y se colocan con 10 mL de amortiguador de carbonatos. 

CONJUGADO DILUCIÓN 1:5000: Medir 1 µL de Anti IgG de ratón y se agrega 5000 

µL de PBS-Tween 

CROMÓGENO PARA UNA PLACA: Medir  5 mL de ácido cítrico 0.1 M, 5 mL de 

citrato de sodio 0.1 M, 5 µL de peróxido y media tableta de OPD 

(OrtoFenilDiamina). Homogenizar. La preparación del cromógeno debe ser al 

momento y no se puede guardar. 

DILUCIÓN PARA EL CONTEO DE TAQUIZOITOS DE LA CEPA ME49: Medir 10 µL de 

azul tripan mezclar con 90 µL de PBS. Homogeniza; de esta dilución se toman 

90 µL y se mezclan con 10 µL del lavado peritoneal. Homogeniza. 

DILUCIÓN PARA IgG 1:250: Medir 1000 µL de PBS-tween y se agregó 4 µL de 

suero, se mezcló. Esto se realiza para cada muestra por separado. 

PARAFORMALDEHIDO: Medir 40 g de paraformaldehído, disolver en 50 mL de 

agua, calentar 50-60º C y agitar, agregar NaOH para aclarar la disolución, 

enfriar, disolver con 500 mL de PBS y ajustar a pH 7.4. 

PB 10x: Medir 2.62 g de fosfato de sodio monobásico monohidratado y 11.5 g 

de fosfato de sodio dibásico anhídrido disolver en 200 mL de agua bidestilada 

(calentar un poco hasta disolver cristales) y aforar a 1000 mL con agua 

bidestilada. 
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PBS (SOLUCIÓN SALINA DE FOSFATOS) 0.001 M NaCl 0.15 M pH 7.2: Medir 800 mL de 

agua destilada agregar 100 mL de PB 10x y 8.75 g de NaCl disolver las sales y 

ajustar a pH 7.2 aforar a 1000 mL con agua bidestilada guardar a 4º C. 

PBS-TWEEN 0.05 POR CIENTO: A un litro de PBS pH 7.2, se le añade 500 µL de 

Tween 20. 

PENTOBARBITAL 6.3X10-3 g/mL: Medir 1 mL de pentobarbital 6.3 g/mL (fórmula 

comercial) y se diluye con solución salina isotónica hasta llegar a un volumen 

total de 10 mL. 

PROTEINASA K SIGMA® 20 µL/mL: Medir 100 µL de Proteinasa K SIGMA®, ajustar 

hasta 5 mL con agua inyectable. 

PURE geneTM SOLUCIÓN DE HIDRATACIÓN DE ADN: Tris [hydroximetil], 

aminometano y etilen diamina tetra ácido acético. 

PURE geneTM SOLUCIÓN DE PRECIPITACIÓN DE PROTEINAS: Acetato de amonio. 

PURE geneTM SOLUCIÓN DE LISIS CELULAR: Tris [hydroximetil] aminometano, 

etilen diamina tetra ácido acético y dodecil sulfato de sodio. 
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12. ANEXOS 

12.1. ANEXO 1. CICLO ESTRAL EN EL RATÓN 
La pared vaginal presenta cambios cíclicos que corresponden con los cambios  

del ciclo del endometrio. Estos cambios se hallan bajo la influencia de las 

hormonas ováricas. Las fases del ciclo estral pueden identificarse a través de 

las células descamadas obtenidas de la vagina (Cuadro 7 y 8)28.  

 
Cuadro 7. Tipos celulares del ciclo estral del ratón (frotis vaginal) 

 
Cuadro 8. Características del ciclo estral en ratón. 
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12.2. ANEXO 2. SIMILITUDES ENTRE LA PLACENTA HUMANA, MARSUPIAL Y RATÓN 33, 44, 45-46 
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12.3. ANEXO 3. OBTENCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE TAQUIZOITOS DE 
LA CEPA ME49 

Se ocuparon muestras de tejido o sangre infectada por T. gondii de ratón, estos 

se maceraron con PBS (solución salina de fosfatos), después se inoculó 

peritonealmente 1 mL del macerado a un ratón C57BL/6 transcurridos seis 

días; se realizó un lavado peritoneal al ratón “STOCK” de parásitos, 

introduciendo 3 mL de PBS en condiciones estériles. Se introduce una aguja  

21G x 1¼’’  recolectándose el lavado peritoneal en un tubo. La última gota de la 

recolección del lavado peritoneal se colocó en un portaobjetos y se observó al 

microscopio para asegurar la presencia de taquizoitos. 

Para realizar el conteo de taquizoitos; Se tomaron 10 µL de la dilución para el 

conteo de taquizoitos de la cepa ME49, colocándose en una cámara de 

Neubauer, se realizó el conteo al microscopio. El número total de taquizoitos 

obtenidos en el conteo en la cámara de Neubauer, se multiplica por 2500, y por 

el volumen obtenido del lavado peritoneal (este valor es variable en cada 

lavado); así se obtiene el total de taquizoitos en el lavado peritoneal. 

12.4. ANEXO 4. PRUEBA SEROLÓGICA (ELISA) 
A todas las ratonas BALB/c se les realizó una prueba serológica para asegurar 

que no estuvieran infectadas con T. gondii y se incluyeran dentro del 

experimento.  

FORRADO DE PLACA CON ANTÍGENO TOTAL DE T. gondii. 

Se utilizó una placa para ELISA de 96 pozos. La placa se revisó que no 

estuviera rayada o rota a contra luz. Se lavó con agua destilada.  

Se agregaron 100 µL de amortiguador de carbonatos a los pozos marcados 

como blancos (B); Se agregaron 100 µL de antígeno total de T. gondii (2 

mg/mL) a los pozos marcados como controles negativos (C-); y a los pozos 

marcados como control positivo directo (C+D) se le agregó 100 µL, de una 

solución de 1 µL de control positivo directo /100 µL de amortiguador de 

carbonatos. 
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Se incubó por 24 h a 7º C para que el antígeno total de T. gondii quedara 

adherido completamente. 

BLOQUEO CON ALBUMINA 1 por ciento 

Se lavó la placa agregándole 300 µL de PBS-Tween a cada pozo se hacen 4 

cambios, y por último se hace un cambio con PBS pH 7.2. Siempre que se 

lavaba una placa se realizó de la manera anteriormente mencionada. Se 

colocaron 200 µL de albúmina 1 por ciento por pozo, se incubó por 30 min a 

37º C, transcurrido el tiempo se lavó la placa. 
ADICIÓN DE MUESTRAS 

Las muestras sanguíneas de los ratones se centrifugaron 3500 rpm/ 7 min. Se 

separó el suero y se diluyó de la siguiente manera: se lavó la placa. Se 

colocaron 100 µL de IgG diluido 1:250 por pozo. Esto se realizó para cada 

muestra por separado. 
CONJUGADO 

Se lavó la placa. Se agregó 100 µL por pozo, del conjugado en una dilución 

1:1000. Se incubó por dos horas a 37º C. 
CROMÓGENO 

Se lavó la placa. Se agregó 100 µL / pozo del cromógeno. Se observó la placa 

hasta que la reacción a simple vista este coloreada, se le agregó 50 µL/pozo de 

H2SO4 1.0 N para detener la reacción. 
LECTURA 

Los valores de absorbancia de la placa se obtuvieron mediante un lector de 

ELISA (Turner Biosystems 9300-010) a una longitud de onda de 490 nm 

capturados a través del programa ModulusTM Microplate Reader. 

12.5. ANEXO 5. PCR TIEMPO REAL (CUANTITATIVO) 
CURVA ESTANDAR DE TAQUIZOITOS ME49 EN TEJIDO FETAL BALB/c 

Se homogenizaron los fetos con un embolo, se pesaron 20 mg de cada feto, se 

colocaron en tubos eppendorf de 1 mL, se numeraron del 0-7. Se les adicionó 

una cantidad de taquizoitos conocida (cuadro 9).  
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Nº de tubo Taquizoitos
0 0
1 5x106 
2 5x105

3 5x104 
4 5x103 
5 5x102 
6 5x101 
7 5x100 

Cuadro 9. Cantidad de taquizoitos ME49 para curva estándar en tejido fetal 

 

Se realizó la extracción de DNA agregándole inmediatamente 1 mL de solución 

de lisis celular a las muestras siguiendo con el procedimiento descrito. 
EXTRACCIÓN DE ADN 

Se homogenizó el tejido con un embolo, se pesaron 20 mg de cada tejido, 

inmediato se agregó 1 mL de PURE geneTM solución de lisis celular, se incubó 

por una hora a 65º C, se adicionó 10 µL de solución de Proteinasa K SIGMA® a 

una concentración de 20 µL/mL, se incubó a 55º C 24 h. Transcurrido las 24 h 

se pasaron a tubos Falcón de 15 mL, se colocaron 5 min a -4º C, se adicionó 1 

mL de PURE geneTM solución de precipitado de proteínas y se homogenizó en 

un Vortex, después se centrifugó a 3000 rpm por 5 min a 9º C. 

El sobrenadante se pasó a un tubo nuevo que contenía 2 mL de alcohol 

isopropílico 99.5 por ciento para biología molecular se invirtió el tubo de forma 

manual observándose las hebras de DNA, se centrifugó a 3000 rpm por 5 min a 

9º C. Se decantó el sobrenadante y al botón de ADN se le adicción 2 mL de 

etanol 70 por ciento, se centrifugó a 3000 rpm por 5 min a 9º C. Se eliminó el 

sobrenadante y se dejó secar el botón colocando los tubos invertidos por 15 

min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se adicionó a cada tubo 

100 µL de PURE geneTM solución de hidratación. Se cuantificó la concentración 

de cada muestra en un nanodrop a una longitud de onda 260 nm y 280 nm y se 

almacenó el ADN a -20º C. 

CUANTIFICACIÓN PARASITARIA POR PCR CUANTITATIVO EN TIEMPO REAL 

La infección por T. gondii fue confirmada por la amplificación de los genes B1 

de T. gondii mediante la técnica de PCR en Tiempo Real. 
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Se utilizó un par de oligonucleótidos y una sonda TaqMan (Applied Biosystems) 

para la amplificación específica de un fragmento de 62 pb del gen B1 (cuadro 

10). La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25 μL, 

conteniendo la mezcla universal de reacción (Universal PCR Master Mix 1×), 

con una concentración de MgCl2 de 5 mM, 0.90 μM de ambos oligonucleótidos, 

0.25 μM de la sonda marcada y 2.5 μl de la muestra de ADN ajustado a una 

concentración de 50ng/μL (ADN extraído de bazo y feto). Cada muestra se hizo 

por duplicado.  

Para la eliminación de contaminantes se utilizó la enzima Uracil-N-glicosilasa 

UNG (AmpErase® UNG), la cual estuvo incluida en la mezcla universal de 

reacción.  

Cada reacción se incubó inicialmente a 50° C durante 2 minutos (activación de 

la enzima UNG), seguido de 95° C por 10 minutos (inactivación de UNG y 

activación de la enzima AmpliTaq Gold Polimerasa), posteriormente la 

amplificación se desarrolló en 40 ciclos y cada ciclo estuvo conformado por una 

incubación de 95°C durante 15 segundos y 60° C por 1 minuto en un equipo 

Step One de 48 pozos (Applied Biosystems). En cada reacción se incluyó otro 

par de oligonucleótidos y una sonda TaqMan para la amplificación de un control 

interno (Exogenous Internal Positive Control), el cual nos permitió monitorear la 

reacción y detectar la presencia de inhibidores potenciales en las muestras 

analizadas que puedan inhibir la PCR. Cada corrida de PCR incluirá dos 

controles sin DNA (agua libre de nucleasas). La interpretación de los datos se 

analizó mediante el software Step One 2.0 (Applied Biosystems). Cada 

resultado se interpretó por el valor de Ct (número de ciclo en el cual la 

fluorescencia alcanza el umbral de detección) que será observado en una 

muestra positiva. 
Nombre del 

oligonucleótido 
Secuencia Posición Tm 

Sentido 
GENE_B1_TG-TX2F       

5′CTAGTATCGTGCGGCAATGTG 3 531–551    64°C 

Antisentido 
GENE_B1_TG-TX2R       

5′GGCAGCGTCTCTTCCTCTTTT 3′       571–592    64°C 

Sonda 
GENE_B1_TG-TX2M1     

5′(6-FAM)-CCACCTCGCCTCTTGG-(NFQ-GB) 3’ 552–567    54°C 

Cuadro 10. Oligonucleótidos y sonda para el gen B1 de T. gondii  
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