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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue obtener parametros hematolégicos en poblaciones silvestres de
comadreja overa Didelphis albiventris de la region centro de la Argentina. Se capturaron 39 individuos,
a todos ellos se les realiz6 un recuento total y diferencial de células sanguineas. Los valores promedio
(£ desvio estandar) obtenidos fueron: eritrocitos 5,01 (£2,4) X 10°%uL"; leucocitos 27.097 (£14.313)
uLY neutrofilos 7.600 (£7.097) uL! (incluye inmaduros, 794 (£2.738) uL."); linfocitos 13.110
(£7.541) pL'; basofilos 1.218 (£1.441) uL"; eosindfilos 1.983 (£2.458) uL''; y monocitos 2.321
(£2.818) uL''. La existencia de asociaciones entre estos parametros y factores ambientales (estacion)
y del animal (sexo y edad) fue evaluada mediante regresion lineal multivariable. Se estableci6 que los
neutréfilos estuvieron significativamente asociados a sexo (p=0.006). Los machos tenfan la mitad
de los niveles de neutréfilos que las hembras. Los eosindfilos estuvieron asociados a la estacion.
En verano hubo significativamente mas eosinéfilos que en invierno (p=0.042). En los extendidos
sanguineos se observaron alteraciones morfologicas de eritrocitos en aproximadamente 55% de
las muestras analizadas, las mds habituales fueron pilas en monedas y estomatocitos. También se

visualizé un tipo celular no descripto anteriormente para esta especie, leucocito anular.
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SUMMARY

The objective of this study was to assess haematological parameters in free-ranging white-bellied
opossums (Didelphis albiventris) in the central region of Argentina. Total and differential blood cell
counts were conducted in thirty-nine captured individuals. The mean (£ standard deviation) values
obtained were: erythrocytes 5.01 (£2.4) x 10°uL", leukocytes: 27,097 (+14,313) pL'; neutrophils 7,600
(£7,097) pL! (including immature neutrophils: 794 (+2,738) puL"); lymphocytes: 13,110 (£7,541)
uL'; basophils: 1,218 (£1,441) uL"; eosinophils: 1,983 (£2,458) uL''; monocytes: 2,321 (+2,818)
uL . Multivariable statistical analysis showed that neutrophils were strongly associated with sex (p
= 0.006). The levels of neutrophils in females doubled that of males. Eosinophils were associated
with season. In summer there were significantly greater cosinophils levels than in the winter (p =
0.042). Morphological alterations of erythrocytes were observed in approximately 55% of the blood
samples, most of which were stomatocytes and rouleau. A cell type not previously described for

this species, annular leukocyte, was also found.

Key words: (Didelphis albiventris), (hematology), (leukocytes).

INTRODUCCION

Los marsupiales, son junto con los
monotremas, los mamiferos terrestres mds
antiguos del mundo, y sélo se encuentran en
Américay Oceanfa. Las comadrejas o zarigiieyas,
Didelphis Linnaeus, 1758, son marsupiales
endémicos de las Américas, que pertenecen a la
Familia Didelphidae del orden Didelphimorphia.
Son animales omnivoros, siendo los principales
componentes de su dieta roedores, insectos,
moluscos y vegetales''. En Argentina existen tres
especies pertenecientes a este género: comadreja
de orejas blancas Didelphis pernigra (J.A.Allen
1900), comadreja de orejas negras Didelphis
aurita (Wied- Neuwied 1826) y comadreja
overa o comun Didelphis albiventris (Lund
1841), siendo esta ultima la de distribucién
mds amplia®. La comadreja overa vive en dreas
rurales, suburbanas, e incluso urbanas'4, lo
que determina un substancial contacto con
el hombre y sus animales domésticos. Es por
ello que esta especie tiene el potencial de
actuar como nexo entre ciclos epidemioldgicos
silvestres y domésticos, lo que la vuelve de
especial importancia para la ecologfa de muchas
enfermedades zoonéticas'®. Puede actuar como
reservorios de leishmaniosis'®, mal de Chagas'®,

toxoplasmosis y neosporosis'’. También es fuente
de salmonelosis® y brucelosis’.

La hematologfa es una herramienta dtil
para evaluar dindmicas de salud en animales
silvestres®. Los tipos celulares presentes en
la sangre de mamiferos pueden dividirse
en eritrocitos o células rojas y leucocitos o
células blancas que a su vez se clasifican como
granulocitos (neutréfilo, baséfilos y eosinéfilos)
y agranulocitos (linfocitos y monocitos)* (Figura
1). Otro tipo celular hallado en marsupiales de
Australia son los leucocitos anulares'®.

Variaciones en las concentraciones de
distintos tipos de células sanguineas en un
animal, asi como alteraciones en la morfologia
de éstas, son indicadoras de estados fisiolégicos
o patoldgicos particulares.

Evaluar indices genéricos de salud en
poblaciones silvestres de comadreja overa es valioso
para conocer mds sobre la historia natural de esta
especie. En este estudio se reportan parimetros
hematoldgicos para contribuir a la descripcién de
las dindmicas de salud de poblaciones silvestres de
D. albiventris en la regién centro de la Republica
Argentina, asociando variabilidad en estos
pardmetros a factores ambientales (estacién) y del
animal (sexo y edad).
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MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realizé desde marzo del 2010
hasta junio del 2011. Se realizaron 13 campaiias
de captura de comadrejas en dos sitios. Uno fue
la Reserva Natural de la Escuela de Agricultura,
Ganaderfa y Granja de la Universidad Nacional
del Litoral. Esta consta de una superficie total de
70 hectdreas localizadas a la vera del rio Salado,
un importante corredor biolégico en la ciudad
de Esperanza, departamento Las Colonias,
provincia de Santa Fe (31,23° S. 60,54° W)~
El segundo punto de muestreo se realizé en
la periferia de un establecimiento lechero en
Rafaela, departamento Castellanos, provincia de
Santa Fe (31,112 5.61, 30° W). En cada campafia
las trampas permanecieron activadas por dos
noches en la localidad de Esperanza y solo una
noche en Rafaela.

En la Reserva de la Escuela Granja se
realizaron dos muestreos por estacién y en
Rafaela un muestreo por estacién.

Las capturas se realizaron con trampas
tipo Tomahawk. Se colocaron 40 trampas
enumeradas, dispuestas en cuatro transcectas
de diez cada una. Las trampas con numeracién
par fueron cebadas con menudo de pollo y las
impares con una preparacion a base de manzana,
banana y miel.

Los individuos capturados fueron
anestesiados en el sitio de captura con Ketamina
15 mg/kg y Diazepam 0,5 mg/kg por via
intramuscular. Para determinar la edad del
individuo se utilizé la férmula de los maxilares
superiores, que considera la erupcién y el
desgaste dentario®.

Las muestras de sangre se obtuvieron por
puncién de la vena caudal en tubos conteniendo
dcido etilendiaminotetracético (EDTA), como
anticoagulante. Se realizaron también extendidos
de sangre en el momento de la extraccién sin
anticoagulante.

Cada individuo fue pesado, medido (largo
total, largo de cola, largo de oreja y largo de pata)
y se determiné sexo y estado corporal.

Todos los animales capturados fueron
vueltos a colocar en su trampa y liberados cuando
se recuperaron del estado de anestesia. Las

muestras extraidas fueron llevadas al laboratorio,
refrigeradas a 4-8°C y procesadas en menos de
24 horas’.

Se realizé el recuento total de células
utilizindose dos diluciones, 1:200 y 1:20, para
eritrocitos y leucocitos, respectivamente. La
dilucién para eritrocitos se realizé con solucién
fisioldgica, y la de leucocitos con solucién de
dcido acético glacial al 4% con 0,5% de violeta
cristal. La tincién de los extendidos de sangre se
realizé con la técnica May Griinwald-Giemsa.

Se analizaron los datos mediante regresién
lineal multivariable utilizando el paquete de
software estadfstico R (The R Foundation
for Statistical Computing; www.r-project.
org). Las variables dependientes fueron los
conteos de células sanguineas. En los casos
en que fue necesario, se transformaron las
variables mediante exponenciacién a valores
apropiados para aproximar a la distribucién
normal. Se partié de un modelo méximo que
incluyé como variables independientes el sexo
(hembra o macho), la edad (variable ordinal
con clases etarias del I al VII) y la estacién del
ano (primavera, verano, otofo, invierno). Los
términos que no estuvieron significativamente
asociados a la variable dependiente fueron
retirados uno a uno del modelo, utilizando el

criterio de informacién de Akaike (AIC)'.

RESULTADOS

Se capturaron un total de 39 individuos,
de los cuales 23 fueron machos y 16 hembras.
También se determiné que 22 de ellos eran
adultos y 17 juveniles. La Tabla 1 resume
la estadistica descriptiva de los pardmetros
hematolégicos evaluados.

En los extendidos sanguineos se observaron
alteraciones morfoldgicas de eritrocitos en
aproximadamente 55% de las muestras
analizadas. Las mds habituales fueron pilas
en monedas y estomatocitos. En un 25% de
las muestras se visualizé un tipo celular que
presentaba nicleo anular y citoplasma baséfilo,
al que se denoming leucocito anular (Figura 2).

Con respecto al andlisis estadistico, los
glébulos rojos no resultaron significativamente
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Figura 1. (1) Monocito, (2) Eosinéfilo, (3) Neutréfilo, (4) Linfocito, (5) Baséfilo y (6) Neutréfilo inmaduro en sangre
de D. albiventris (tincién May Griinwald- Giemsa, 1.000x).
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Figura 2. (1) Neutréfilo inmaduro, (2) Neutréfilo maduro, (3) y (4) Leucocitos anulares en sangre de D. albiventris
(técnica May Griinwald- Giemsa, 1.000x).

Tabla 1. Estadistica descriptiva. Muestra el nimero de individuos analizados (N), media, desvio estdndar, mediana y

los puntos méximos y minimos de los valores hematolégicos de poblaciones de D. albiventris, todos expresados como

cantidad células por microlitro de sangre, a excepcién de N.

Tipo celular N Media SD Mediana Miximo Minimo
Eritrocitos 39 5.014.359 2.405.253 4.970.000 11.970.000 1.100.000
Leucocitos 39 27.097 14.313 24.800 85.350 8.850
Neutréfilos 38 7.600 7.097 5.587 30.648 875
Linfocitos 38 13.110 7.541 12.224 40.115 2.616
Baséfilos 38 1.218 1.442 791 7.028 0
Eosinéfilos 38 1.983 2.458 1.112 11.592 0
Monocitos 38 2.321 2.818 1.441 14.509 0
Ij;‘i;’ﬁz: 38 794 2.738 0 17.070 0

InVet Vol. 13 N° 2, 2011
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asociados a ningtin término. El término mds
cercano a una asociacion significativa fue sexo
(p=0.139).

Los

significativamente asociados a sexo (p=0.000).

neutr6filos se encontraron
Las hembras tuvieron, en promedio, el doble
de los niveles de neutréfilos que los machos
(Figura 3).

Los eosindfilos estuvieron significativamente
asociados a la estacion (Figura 4). En el verano
hubo mds eosindfilos que en el invierno (que
fue la estacién con menor nivel de eosinéfilos)

(p=0.042).

DISCUSION

El presente trabajo constituye el primer
reporte de pardmetros hematolégicos de
poblaciones silvestres de D. albiventris de
Argentina.

Nuestro tamafio de la muestra fue bajo
(n=39), aunque valioso considerando la
dificultad de trabajar con captura viva de
especies silvestres. Por eso, la no deteccién de

asociaciones con las variables estudiadas no es
prueba de que éstas no existan. Sin embargo, se
pudieron establecer asociaciones significativas
entre neutrdfilos y sexo, y eosinéfilos y estacién.

Las hembras presentaron recuentos de
neutréfilos dos veces mayores que los machos.
La elevacién de los niveles de neutréfilos,
o neutrofilia, es comdnmente causada por
inflamacién aguda ante una infeccién bacteriana
o como respuesta al estrés agudo o crénico”. Es
decir, diferencias entre sexos podrfan suscitarse
por una exposicién diferencial a infecciones
agudas o a estrés. Otro trabajo realizado en
poblaciones de esta misma especie en Brasil
mostré que la diferencia entre recuentos de
neutréfilos para cada sexo no fue significativa
e incluso los valores de neutréfilos de los
machos eran levemente mayores que los de las
hembras®. Por otro lado, trabajos realizados
con roedores, muestran mayores recuentos de
neutréfilos en machos®. Es necesario profundizar
la investigacion en comadrejas para dilucidar la
validez y la causa de esta asociacién.

Neutréfilos/microlitro

5000 1000015000 200002500030000

o
o
-
————
o -
| T
Hembra Macho

Figura 3. Niveles de neutréfilos en relacién al sexo. La distribucién de los niveles de neutréfilos en hembras es visiblemente

mayor que la de los machos
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Los eosinéfilos pueden elevarse debido
a enfermedades parasitarias y procesos
inflamatorios en la piel, pulmén, intestino y
Utero, érganos que normalmente contienen
numerosas células cebadas’. En el presente trabajo
se encontrd evidencia de estacionalidad en los
niveles de eosinéfilos. En el estudio en roedores
arriba mencionado® se hallé que el factor mds
importante que gobernaba la variabilidad en los
conteos de células sanguineas eran las estaciones
del afo. Nuestros hallazgos concuerdan con
trabajos realizados en marsupiales de Australia,
los cuales también mostraron niveles bajos de
eosinéfilos durante el invierno, posiblemente
asociados a una menor carga parasitaria en
comparacién al verano'’.

En nuestro estudio se hallaron leucocitos
anulares. Este tipo celular, segin el conocimiento
de los autores, no ha sido reportado con
anterioridad en marsupiales de Sudamérica,

pero si de Australia'®. Al observar el extendido
sanguineo de un individuo en que también se
registré la presencia de absceso, se detecté que
los niveles de este tipo celular eran elevados.
Serfa importante realizar estudios citolégicos
para determinar si se trata de un estadio de
monocito o de neutrdfilo, y si su presencia
podria estar asociada a cuadros patoldgicos.

El hallazgo de estomatocitos en los
extendidos sanguineos, ya han sido descripto
en otras especies de marsupiales'®. Estos se
observan habitualmente como artefactos en las
regiones mds gruesas del extendido sanguineo,
posiblemente debido a un error en la realizacién
de la técnica. En otras especies, se ha descripto
como posible causa la condrodistrofia'?.

También se observaron pilas en monedas
(adhesién de los glébulos rojos en cadena), esto
podria deberse a una caracteristica hematolégica
de esta especie como lo es en el caso de equinos

Eosinoéfilos/microlitro
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Figura 4. Variacién en los niveles de eosinéfilos en relacién con la estacionalidad anual. Los niveles de eosinéfilos durante

el verano fueron marcadamente mayores en relacion a las restantes estaciones.
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y felinos, a un aumento del fibrinégeno en casos
de inflamacién, o a un error en la técnica'?.

CONCLUSION

Es necesario continuar con estos estudios a
lo largo de sucesivos afios para echar luz sobre
la causalidad de estas asociaciones, generando
un tamafio de muestreo mayor. Esto facilitarfa
establecer cudles son los factores que determinan
que los recuentos de neutréfilos sean mayores
para hembras que para machos, como asi
también que los eosindfilos se encontraran
marcadamente superiores en relacién al resto
de los leucocitos en temporada estival.

Se hace imperioso corroborar si los datos
obtenidos son intrinsecos de las poblaciones
estudiadas o si se repite en otras, es decir,
si solo son muestra del estado de salud de
una poblacién determinada en un momento
determinado modificable por diversas variables,
o si indefectiblemente estas situaciones se
repiten consistentemente en otras poblaciones
y situaciones. La falta de estudios previos
relacionados a pardmetros hematoldgicos en
poblaciones de D. albiventris en Argentina deja
un camino abierto a futuras investigaciones para
profundizar el presente trabajo.
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