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Cuadro |.

Experimento N°3. Transmisién congénita de una infeccién toxoplasmica en ratonas
Balb/c, iniciada por_inoculacion oral con dosis precisas de bradizoitos, 12 dias

posconcepcion.

Resultados.

Ratona Dosis de Neonatos Transmision
bradizoitos _vivos muertos congénita™

1 10° 6 0 -
2 10° 7 2 +
3 10° 2 2 -
4 10° 5 0 -
5 103 2 6 +
6 10° 6 1 +
7 10° 5 0 -
8 10° 6 0 -
9 10° 7 2 +
10 10° 2 6 +
11 10* 3 0 +
12 10* 3 3 nr
13 10* 0 2 +
14 10* nr® nr -
15 10* nr nr -
16 10* 4 0 -
17 10* 1 1 -

) Resultados de aglutinacion directa de ratones utilizados para el bioensayo de neonatos.

@ No registrado.



Cuadro Il

Experimento N°4: Protecciéon en ratonas Balb/c ByJ inmunizadas 45 dias antes de la
concepcidn y desafiadas durante la gestacidon, con bradizoitos de la cepa Prugniaud
de Toxoplasma.

Ratona _Dosis de Neonatos Resultado

bradizoitos @ vivos muertos

1 10° 2 1 -
2 10° 3 2 -
3 10° n®  nr -
4 10° 2 0 -
10* 4 2 -
10* 5 2 -
10* 0 8 -

) Resultados de aglutinacion directa de ratones utilizados para el bioensayo de neonatos.
@ nr= no registrado.

® para el desafio.



MODELO MURINO DE INMUNIDAD CONTRA LA TOXOPLASMOSIS
CONGENITA. Il) DETECCION DE LA GESTACION POR COLPOCITOLOGIA,
SU COMBINACION CON TAPON MUCOSO; TRANSMISION CONGENITA
INICIADA CON QUISTES Y PROTECCION PROTOTIPICA.

1. RESUMEN.

En el presente trabajo, se efectuaron diversos experimentos para refinar un
modelo murino para el estudio de la inmunidad contra la toxoplasmosis congénita.
Primero se intentd hallar un meétodo para la datacién de la gestacion en las
ratonas. Se estudié la colpocitologia y su combinacién con la visualizacién del
tapén vaginal. Ninguno de los métodos ni su combinacion, resulté atil, al contrario
de lo afirmado por otros autores. Subsiste la necesidad de encontrar un método
eficaz para la datacion de la gestacion.

Se testé por primera vez en ratones Balb/c ByJ la transmision congénita de
Toxoplasma originada por infecciones con nimeros conocidos de bradizoitos. No
existian antecedentes publicados. De 10 ratonas inoculadas oralmente con 10°
bradizoitos de Toxoplasma, 5 transmitieron la infeccién a sus fetos. La transmision
originada por dosis tan bajas permite detectar la proteccion conferida por
antigenos de inmunogenicidad limitada.

En un experimento de proteccién, todas las camadas resultaron protegidas. Este
resultado es acorde con el Gnico resultado publicado previamente. Este fue un
experimento crucial para la viabilidad del modelo.



2. INTRODUCCION.

AR
KRN

Cuando la toxoplasmosis se contrae durante el embarazo por primera i’?éfz\poo- o
puede causar daiio fetal en humanos y aborto en ovinos, cabras, cerdos y conejos™ - ”
(Dubey y Beattie 1988; Remington y Desmonts, 1990). La incidencia de la
toxoplasmosis congénita humana demostré ser de 1-6/1000 nacimientos. Aunque
la mayoria de los recién nacidos afectados son asintomaticos al nacimiento, en
una gran proporciéon de los pacientes afectados podrian desarrollarse secuelas
adversas mas adelante (Remington y Desmonts, 1990).

Entre los diversos recursos que pueden utilizarse para prevenir la
toxoplasmosis en animales y humanos, se ha invertido un considerable esfuerzo
en desarrollar proteccion experimental mediante la vacunacion en modelos
animales (Nielsen et al, 2000).

La rata ha sido la especie de eleccion para el modelo de la toxoplasmosis
congénita, a consecuencia de la similitud de su resistencia a la toxoplasmosis,
con la de los humanos. (Dubey y Shen, 1991; Zenner et al, 1993, 1999; Freyre et
al, 2001, 2003).

Es importante ademas, contar con mas de un modelo para testar inmunégenos,
ya que ha sido encontrado repetidamente que diferentes especies animales tienen
respuestas inmunes divergentes al mismo inmunégeno (Gupta y Siber, 1995). En
este sentido, para este propésito se testaron otras especies, particularmente los
ratones Balb/c (Roberts y Alexander, 1992; Roberts et al, 1994; Thouvenin et al,
1997; Elsaid et al, 2001).

Los resultados de los experimentos llevados a cabo por el Br. Fabian Safern
(Trabajo Final, Facultad de Veterinaria de Montevideo, 2003) sugieren que en el
modelo ratén la transmisién de la infecién crénica durante la gestacién sucede en
una escala tan moderada que no interfiere mayormente en los resultados finales.
Por otra parte, no se encontré6 aun un método eficaz para la datacion de la
gestacion de la ratona. Similarmente, no se ha podido demostrar si realmente
sucede la infeccion lactogénica en ratones Balb/c infectados con Toxoplasma. Por
todos estos motivos, es necesario continuar las investigaciones para consolidar el
modelo murino de la toxoplasmosis.

Para ello, en el presente trabajo, se han ensayado otros métodos para la
datacién de la concepcion. Este es un punto importante en la metodologia, ya que
la transmisiébn de una infeccion toxoplasmica es mas frecuente cuando la
inoculacion con bradizoitos es llevada a cabo dentro de los dias 10-15 de
gestacion (Roberts y Alexander, 1992; Roberts et al, 1994, Elsaid et al, 2001).

Por otra parte, se ensay6 aqui por primera vez la transmision congénita de una
infeccion toxoplasmica, originada por numeros precisos de bradizoitos. Es
importante el conocimiento de una dosis de desafio baja, que permita detectar
inmunégenos de inmunogenicidad moderada, que podrian pasar inadvertidos si se
usaran desafios mas severos. Por otra parte, el uso de un nimero preciso de
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bradizoitos en el presente estudio se considera una ventaja con referencia a la
reproducibilidad de los resultados, ya que se sabe que el niUmero de bradizoitos
contenidos en un quiste oscila desde unos pocos cientos a mil 0 mas (Motomoura
y Jo, 1970).

Ademas, en el presente estudio se investigé la proteccion conferida por una
infeccién toxoplasmica iniciada antes de la concepcion. Este fue un experimento
crucial para la viabilidad del modelo de toxoplasmosis congénita en ratones Balb/c,
ya que debia probarse que la ratona Baib/c gestante era capaz de montar una
respuesta inmune efectiva, contra un desafio toxoplasmico.

De acuerdo a lo expresado, el objetivo general del presente trabajo fue
optimizar el modelo ratén para el estudio de la inmunidad contra la toxoplasmosis
congénita.

Los objetivos particulares fueron: 1. Determinar la eficacia del método de
colpocitologia, para la datacion de la gestacion en la ratona. 2. Determinar la
eficacia de la combinacién de los métodos de tap6n mucoso y colpocitologia para
la datacién de la concepcién en la ratona. 3. Investigar la transmisién congénita
durante la etapa aguda de la infeccion. 4. Indagar la proteccion mediante
inmunidad co-infecciosa (= prototipica).

3. REVISION BIBLIOGRAFICA.

La indagacion de la posibilidad del ratobn como especie para un modelo murino
de toxoplasmosis congénita comienza con las investigaciones de Mc Leod et al
(1988). Estos autores inmunizan ratones Swiss Webster con la mutante TS4 de
toxoplasma por las vias subcutanea e intestinal (mediante laparotomia).
Lamentablemente utilizan una dosis de desafio desproporcionada en relaciéon al
peso corporal del raton, lo cual es posiblemente la causa de la escasa proteccion
contra la toxoplasmosis congénita obtenida.

Pocos afios después, Roberts y Alexander, 1992 establecen mediante
experimentos sumarios que no hay transmision congénita de la toxoplasmosis
durante la etapa crénica en la ratona Balb/c. Similarmente, los resultados de los
experimentos llevados a cabo por el Br. Fabian Safern (Trabajo Final, Facultad de
Veterinaria de Montevideo, 2003) sugieren que en el modelo ratén la transmision
de la infeccién cronica durante la gestacion sucede en una escala muy moderada.
Sin embargo, Fux et al (2000) hallan que las ratonas con infeccién toxoplasmica
cronica presentan infecundidad, con acentuada hipertrofia de endometrio y
miometrio, al punto que una escasa proporcion de las hembras tienen
descendencia. Roberts y Alexander (1992) también demuestran la transmision de
la toxoplasmosis durante la etapa aguda en 5 de 6 ratonas gestantes. Asimismo,
establecen la proteccion contra un desafio homoélogo en 9 ratonas. En una
publicacion posterior, Roberts, Brewer y Alexander (1994) ensayan una subunidad
antigénica como inmunégeno en este modelo.



Seguidamente, se determina que hay una susceptibilidad aumentada a la
toxoplasmosis en la ratona prefiada, y que la respuesta inmunolégica es de tipo 2-
dependiente (Thouvenin et al, 1997).

Se producen mas recientemente (Elsaid, 2001), estudios mas detallados
acerca de la utilizacion de distintos inmunégenos en el modelo referido, sin
alcanzar una tasa absoluta de proteccion.

En conjunto se puede decir que hasta la ultima fecha referida existen pruebas
(insuficientes) de la transmision de la toxoplasmosis durante la etapa cronica en la
ratona gestante; no hay ninguna evaluacién del efecto de la magnitud de la dosis
de desafio sobre la tasa de transmision congénita de la toxoplasmosis en el
modelo murino; y las pruebas de desafio homélogo son francamente insuficientes
en numero de animales utilizados, no existiendo ningin ensayo de desafios
heter6logos. La metodologia también parece susceptible de ser optimizada en lo
que se refiere al método de deteccién de la gestacion en la ratona.
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4. MATERIALES Y METODOS.
4.1. MATERIALES.
4.1.1. Animales.

Se utilizaron ratones Balb/c ByJ de 18 gramos y ratones CF-1 de 20 gramos
para el modelo y para los bioensayos respectivamente. Se obtuvieron del
Laboratorio Jackson, Main Harbor, Michigan. Los ratones Balb/c ByJ fueron
elegidos a causa de resultados favorables en experimentos previos de
toxoplasmosis congénita con ellos (Roberts y Alexander, 1992; Roberts et al,
1994; Thouvenin et al, 1997; Fux et al, 2000; Elsaid et al, 2001).

Se enjaularon juntos ratones Balb/c ByJ, hembras y machos (4:1), para
aparearse. Cuando se detectaba que una hembra estaba prefiada, era enjaulada
individuaimente en una caja con un piso hecho de alambres de 2 mm de diametro
con una separacion de 6 mm, y suspendida a una altura de 3 cm desde el fondo
de la caja, para que los recién nacidos fueran automaticamente separados de su
madre al momento del parto, previniendo asi cualquier transmision lactogénica de
la toxoplasmosis. Estas cajas fueron denominadas “cajas de pariciéon”.

Los ratones estaban libres de infeccion toxoplasmica, lo que fue comprobado con
la reaccidn de aglutinaciéon directa (AD) para toxoplasmosis de Desmonts y
Remington (1980).

En cuanto al cumplimiento con la ética de experimentaciéon animal se cumplié con
los preceptos de la Comisién de Vigilancia de la Etica en Experimentacién Animal de
la Facultad de Veterinaria, con la Comisién Honoraria de Experimentacién Animal de
la UDELAR, con la Ordenanza sobre Uso de Animales de Experimentacion,
Docencia e Investigacion Universitaria del 21.12.99.

4.1.2. Toxoplasma.

Se utilizd la cepa Prugniaud de Toxoplasma en los experimentos para
inmunizacién y para desafio. Elegimos esta cepa porque otros autores (Zenner,
1993, 1999; Freyre et al, 2001, 2003) ya la habian usado en experimentos de
transmision congénita en la rata; ademas, esta cepa se mostré6 adecuada en
experimentos previos no publicados del Laboratorio de Toxoplasmosis, en ratones
Balb/c.

El método para obtener los quistes cerebrales fue el descrito por Freyre (2001).
Los cerebros se homogeneizaron en PBS con pH de 7.2 en una jeringa
hipodérmica por pasaje de la emulsién 12 veces a través de una aguja de calibre
19. Partes iguales de la emulsion y del fluido digestivo (Freyre, 1995), se
incubaron a 37 ° C durante 5 minutos. Luego la mezcla se neutralizé6 con Na,CO3
al 1%, se centrifugd durante 15 minutos a 2000 rpm, y el sobrenadante se
reemplazé por PBS a pH 7.2 con albimina bovina al 0.6%. Se realiz6é una dilucién
110 de la soluciébn precedente, y se contaron los bradizoitos en un
hemocitémetro. Las ratonas fueron inoculadas por boca con 10? o 10° bradizoitos.



4.2. METODOS. \ %
4.2.1. Método para la deteccién de la infeccion trasplacentaria (bioensayos).

El bioensayo de los recién nacidos de ratonas Balb/c en ratones CF-1, se
realiz6 como describen Freyre et al (2001, 2003). Una vez nacidas las camadas,
los recién nacidos fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se utilizé los fetos
de la mitad de las camadas que tuvieron ocho o mas fetos, y de toda la camada si
tuvieron menos de ocho fetos. Se homogeinizaron en PBS y 1000 Ul de penicilina
y 0,1 mg de estreptomicina por ml en un homogeinizador de laboratorio, de aspas.
Los homogeneizados se inocularon i.p. en 2 a 4 ratones por camada. Al cabo de
30 dias, se buscaron anticuerpos antitoxoplasmicos mediante la reaccion de
aglutinacién directa (AD) en el suero de los ratones. Se considerd que los fetos
estuvieron protegidos, cuando las subinoculaciones de tejidos de recién nacidos
resultaron negativas para Toxoplasma.

4.2.2. Método para la_obtenciéon _de quistes toxoplasmicos, su _numeracién e
infeccion de nuevos ratones.

El método para obtener los quistes cerebrales fue el descrito por Freyre et al
(2001). Se procedi6 a la apertura de la boveda craneana de un ratén al que se le
indujo previamente una infeccidn toxoplasmica crénica, y se extrajo una pequefa
muestra (1/20) de su cerebro. Dicha muestra se colocdé sobre una lamina
portaobjetos y se cubri® con un cubreobjetos, realizando asi un aplastado. Se
buscaron quistes toxoplasmicos a 200 x. Si se encontraban suficientes quistes (=5
0 mas) se procedia a homogeinizar ese cerebro en jeringa con 1 cc de soluciéon de
PBS. A partir de ese homogeinizado se tomd una alicuota con pipeta automatica
de 25 microlitros, y se procedié a contar al microscopio la cantidad de quistes
contenidos en ese volumen.

4.2.3. Medidas para la protecciéon biolégica de las personas involucradas en el
proyecto.

Se aplicaron escrupulosamente las directivas de la Organizacion Mundial de la
Salud para la salvaguardia de las personas involucradas en el presente proyecto
de trabajo, contra el riesgo de infeccién toxoplasmica (Organizacion Mundial de la
Salud. Informe de un comité de expertos de la OMS. Serie de Informes Técnicos
1994), asi como las Normas de Bioseguridad del Laboratorio de Toxoplasmosis
(Dpto. Parasitologia, Fac. de Veterinaria de Montevideo).



4.3. EXPERIMENTOS.

4.3.1. Experimento N°1: Determinacion de la eficacia del meétodo de
colpocitologia para la datacién de la concepcion.

Se alojaron hembras con machos en relacion 4:1. Este método se basé en la
citologia vaginal del ciclo estral (Allen, 1922). Al dia siguiente que las hembras
eran colocadas con un macho, se extraia una muestra de su exudado vaginal
cada 2-3 dias y se estudiaba bajo el microscopio. Se tomé como un indicador de
gestacion, la existencia de tres exudados consecutivos con una predominancia de
leucocitos, en hembras que ciclaban regularmente. Quince dias mas tarde se
verificd si efectivamente los tres exudados leucociticos consecutivos se
correspondieron o no con una gestacion, por inspeccion del grado de dilatacion
abdominal. Se examinaron en total 98 ratonas.

4.3.2. Experimento N° 2: Combinacién de los métodos de tapén mucoso y
colpocitologia para la datacién de la concepcién.

Se colocaron ratones con hembras en relacién 1:1, para acelerar las montas. A
partir de ese momento se realizé la revisacion del tapén vaginal 2 veces al dia.
Una vez observada la presencia del tap6én en la hembra, ésta se identificé a tal
efecto y se dejé en compaiiia del macho, en una serie. En otra serie, se aloj6 a la
hembra sola en una jaula. Se tom6é como dia 0 el correspondiente a la cépula y
como dia 1 el correspondiente a la presencia del tapén. Al 8° dia posterior a la
cbpula, se realizé6 el hisopado vaginal de la hembra en busca de células
leucociticas. A la hembra que presenté este tipo celular en el exudado, se la
continué hisopando durante los dias 9° y 10° posteriores a la copula. La hembra
que presentd 3 exudados vaginales leucociticos consecutivos se consideré como
gestante. Quince dias mas tarde se verificd por inspeccién del grado de dilatacion
abdominal, si efectivamente el tapén vaginal seguido de tres exudados
leucociticos consecutivos se correspondié 0 no con una gestacién. Las hembras
que presentaron células epiteliales en alguno de los tres hisopados se separaron
del experimento para observar al dia 15° posterior al diagnéstico del tapon si
hicieron o no dilatacion abdominal. Se estudiaron en total 47 ratonas.

4.3.3. Experimento N°3: Transmisién congénita durante la etapa aguda de la
toxoplasmosis iniciada con dosis precisas de bradizoitos.

Se alojaron ratonas Balb/c con un macho (4:1). A los 12 dias de gestacion, fueron
inoculadas por boca con 10° o 10° bradizoitos de la cepa Prugniaud de
Toxoplasma, y alojadas individualmente en cajas de paricion. Los ratones recién
nacidos fueron bioensayados inmediatamente luego del nacimiento.



4.3.4. Experimento N° 4: Proteccién contra la toxoplasmosis congénita,
inmunidad co-infecciosa (= prototipica).

Las ratonas Balb/c fueron inoculadas por boca con 10* bradizoitos de la cepa
Prugniaud de Toxoplasma. Se alojaron cuarenta y cinco dias después, en una caja
con el macho (1:4). A los 12 dias de gestacion, recibieron 10° o 10* bradizoitos de
la cepa Prugniaud por boca, y se enjaularon individualmente. Los ratones recién
nacidos se bioensayaron inmediatamente luego del nacimiento. El experimento 3
se realiz6 simultaneamente, para servir como control.

5. RESULTADOS.
5.1. EXPERIMENTO N°1.

Colpocitologia. Noventa y ocho ratonas Balb/c se examinaron por este método. La
colpocitologia permitié la deteccion temprana de la gestacion en el 32% de ellas.
En el 68% de las ratonas, (a) en el momento que se observaron 3 exudados con
predominancia de leucocitos, las hembras tenian una gestacién de mas de 12 dias
de duracién, y (b) algunas hembras con 3 exudados con predominancia de
leucocitos no estaban prefadas.

5.2. EXPERIMENTO N° 2.

Combinacién de deteccidn del tapén _vaginal y colpocitologia. Cuarenta y siete
ratonas Balb/c se examinaron por la combinaciéon de estos dos métodos. Dicha
combinacién, permitié la deteccién temprana de la gestacién en un 25% de ellas.
En un grupo con un total de 27 ratonas que presentaron tapén mucoso, solamente
el 39% tuvo 3 exudados vaginales consecutivos con presencia predominante de
leucocitos (L), y al dia 15° sélo el 22% de las hembras resultaron efectivamente
prefnadas. En otro grupo, de un total de 20 hembras que presentaron tapén
mucoso, solamente el 60% tuvo 3 exudados vaginales consecutivos con
predominio leucocitico, y al dia 15° sélo el 30% resultaron efectivamente
prefadas.

5.3. EXPERIMENTO N° 3.

Los resultados del Experimento 3 estan resumidos en el Cuadro I. Se puede
apreciar que de 10 ratonas inoculadas con 10° bradizoitos de la cepa Prugniaud
de Toxoplasma, 5 transmitieron el parasito a sus fetos. En cambio, de 6 ratonas
inoculadas con 10* bradizoitos, solo 2 transmitieron el parasito a sus fetos. En otra
ratona mas, no se registré el resultado.



5.4. EXPERIMENTO N°4.

Los resultados del experimento de proteccion estan resumidos en el Cuadro Il. Se
puede apreciar que ninguna de 7 ratonas Balb/c ByJ inmunizadas 45 dias antes
de la concepcion y desafiadas durante la gestacion, transmitieron la infeccion a su
descendencia. Sin embargo, ocurrieron mortinatos.

6. DISCUSION.

El método de colpocitologia para la deteccién de la concepcién no fue util. Este
método no permitié una cantidad apreciable de detecciones de gestaciones de 12
dias de duracion, sino que ademas condujo a errores diagnoésticos de gestacion,
como los ocurridos con la combinacion con el método de deteccion del tapon
vaginal. Estos son ademas métodos invasivos, una caracteristica importante
cuando se manejan cepas endogamicas de ratones. Es necesario continuar
investigando para resolver este diagnéstico eficientemente.

Fue importante testar la transmisién de Toxoplasma en el modelo ratén, durante
la etapa cronica de la infeccién (Br. Safern), para que se pudieran ejecutar
ensayos de proteccion prototipica usando Toxoplasma vivo como inmunégeno. En
el experimento de proteccion, todas las camadas estaban protegidas, aun
contra dosis de 10* bradizoitos. Este resultado es acorde con el tnico resultado
publicado previamente, excepto que no se comunicaron mortinatos con la cepa
Beverley de Toxoplasma (Roberts y Alexander, 1992). Se quiso repetir el
experimento de proteccion de Roberts y Alexander, 1992, porque los resultados
pudieran haber sido diferentes con la cepa Prugniaud.

En el presente trabajo, el porcentaje de transmisiéon congénita durante la
etapa aguda con un inéculo de 10° bradizoitos fue del 50%. 10° bradizoitos
parece ser una dosis umbral. La menor frecuencia de transmision observada en
nuestro experimento, con el empleo de una dosis mas alta, se debié sin duda a un
numero bajo de animales utilizados. Roberts y Alexander (1992) encontraron 20%
de transmision con un inéculo de
2x10" quistes (aproximadamente, 10* bradizoitos), Fux et al (2000), 87% con un
inéculo de 2 quistes (aproximadamente, 10° bradizoitos) y Mc Leod et al (1988),
83% utilizando ratones Swiss Webster con un inéculo de 2x10? quistes
(aproximadamente, 10° bradizoitos). Por consiguiente, al menos en 2 de los
estudios referidos, los niveles mas altos de transmision son atribuibles al uso de
dosis mas altas de Toxoplasma.

Hubo un marcado efecto sobre la viabilidad de los fetos en los Experimentos 3
y 4 en los que ocurrieron mortinatos. Roberts et al (1994) comunicaron 46 % de
mortinatos en ratonas inoculadas con Toxoplasma durante la gestacion; la
ocurrencia de mortinatos fue nula, en ratonas previamente inmunizadas. Elsaid et
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al (2001) (un equipo con la misma afiliacion de Fux et al, 2000) comunicaro"f\\jg?-
52% de mortinatos en madres inoculadas con Toxoplasma durante la gestacién,

: < fi
) ) L ‘ /4
con una reduccion de 5% de mortinatos en el grupo de madres que recnb:eron‘ef’?y%

inmundgeno que resulté mas protector. Este efecto es ejercido probablemente
sobre la placenta, interrumpiendo el aporte de oxigeno y nutrientes al feto, y
causando su muerte. Es posible ademas que otros mecanismos sean los
responsables de los mortinatos. Los antigenos de T. gondii son potentes
estimulantes de la produccion del factor de necrosis tumoral - a (TNF-a) (Johnson,
1992), una citoquina que puede inducir aborto (Gendron et al, 1990). Ademas, los
antigenos de T. gondii inoculados en hembras durante la gestaciéon, son
suficientes para inducir el aborto (Grimwood, 1983).

7. CONCLUSIONES.

En conclusién, en el presente trabajo, hemos encontrado en el modelo raton, que
la transmision de la infeccibn aguda durante la gestacién ocurre con una
frecuencia considerable. Esta es una condicion favorable para la viabilidad del
modelo murino de toxoplasmosis congénita. Asimismo, se pudo demostrar que la
inmunizacién de las hembras con Toxoplasma vivo 45 dias previos a la gestaciéon
y posterior desafio, ejercié un efecto protector en el 100% de los casos. Por otra
parte, todavia no hemos podido definir un método eficaz para la dataciéon de la
gestacion de la ratona. En conclusion, es necesario continuar las investigaciones
para consolidar el modelo murino de toxoplasmosis congénita.
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