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Resumen

Los tlacuaches son mamiferos abundantes del neotrépico que han logrado subsistir
ante la urbanizacioén, pero la informacion sobre su adaptacion es escasa. Mediante
el hemograma se evalla el estado de salud, la situacidn biolégica y ecoldgica en
especies silvestres. Se analizaron patrones de respuesta fisiol6gica aguda y crénica
mediante analitos del hemograma considerados indicadores de estrés, en
poblaciones silvestres de Didelphis virginiana, Didelphis marsupialis y Philander
opossum. El estudio se realizdé en cuatro localidades del estado de Tabasco con
distintos grados de perturbacion. Empleando contencion fisica en 115 tlacuaches,
se colectaron muestras consecutivas de sangre de la vena coccigea de cada
individuo (tiempos A, B y C). Se procesaron las muestras en un laboratorio
comercial, los leucocitos se evaluaron manualmente a partir de los frotis
sanguineos. Los datos fueron analizados con estadistica no paramétrica. La
especie P. opossum presentd el hematocrito, hemoglobina y las plaquetas con
valores superiores a las especies del género Didelphis. La especie D. virginiana tuvo
valores inferiores en los indices eritrociticos volumen globular medio, hemoglobina
globular media y concentracion globular media de hemoglobina. En la respuesta
cronica al estrés, la relacion neutrofilo/linfocito (N/L) fue superior en el género
Didelphis respecto al género Philander. P. opossum presenté valores superiores de
la relacion N/L en una zona mas conservada respecto a una con mayor actividad
antropogénica. Al evaluar la respuesta aguda al estrés, las tres especies mostraron
incrementos consecutivos de la relacién N/L, hematocrito y eritrocitos nucleados
entre los tiempos A, By C. P. opossum tuvo mayor reaccion. El género Didelphis es
mas sensible al estrés cronico. Los tlacuaches de zonas mas conservadas son mas
sensibles al estrés que los de zonas con mayor actividad antropogénica. En este
trabajo se muestran como los factores estresantes influyen de manera aguda y
cronica sobre estas especies.

Palabras clave: Didelphis marsupialis, Didelphis virginiana, Philander opossum,
hematologia, zarigtieyas, relacion N/L, leucograma de estrés.



Abstract

The opossums are abundant mammals of the neotropics that have managed to
survive in the face of urbanization, but information about their adaptation is scarce.
Through haemogram the state of health, the biological and ecological situation in
wild species is evaluated. Patterns of acute and chronic physiological response were
analyzed using blood count analytes considered indicators of stress in wild
populations of Didelphis virginiana, Didelphis marsupialis and Philander opossum.
The study was conducted in four locations in the state of Tabasco with varying
degrees of disturbance. Using physical containment in 115 opossums, consecutive
blood samples were collected from the coccygeal vein of each individual (times A, B
and C). The samples were processed in a commercial laboratory, the leukocytes
were manually evaluated from the blood smears. Data were analyzed with
nonparametric statistics. The species P. opossum presented hematocrit,
hemoglobin and platelets with values higher than the species of the genus Didelphis.
The species D. virginiana had lower values in erythrocytic indices mean globular
volume, mean globular hemoglobin and mean globular concentration of hemoglobin.
In the chronic stress response, the neutrophil/lymphocyte (N/L) ratio was higher in
the genus Didelphis than in the genus Philander. P. opossum presented higher
values of the N/L ratio in a more conserved area compared to one with greater
anthropogenic activity. When evaluating the acute response to stress, the three
species showed consecutive increases in the N/L ratio, hematocrit and nucleated
erythrocytes between times A, B and C. P. opossum had a greater reaction. The
genus Didelphis is more sensitive to chronic stress. Opossums from more conserved
areas are more sensitive to stress than those from areas with greater anthropogenic
activity. This paper shows how stressors influence these species acutely and
chronically.

Key words: Didelphis marsupialis, Didelphis virginiana, Philander opossum,
hematology, opossums, N/L ratio, stress leukogram.



1. Introduccion

La urbanizacion es un fenémeno de origen antrépico que se encuentra en constante
expansion. Este hecho, ha generado efectos como la pérdida de especies silvestres,
reduccion y transformacion de habitats y/o cambios en las interacciones ecoldgicas
(Meillere et al., 2015). A pesar de que la mayoria de las especies se han visto
afectadas negativamente por los ambientes urbanos, otras, incluyendo especies
nativas y exaoticas, han logrado adaptarse e incluso han incrementado su
abundancia bajo circunstancias adversas (Jokimaki et al., 2011; Meillere et al.,
2015).

Sin embargo, aun entre las especies de fauna silvestre que pueden explotar los
recursos que ofrecen las grandes ciudades, existen niveles extremos de
urbanizaciéon que pueden desencadenar cambios fisioldgicos en el organismo
asociados al estrés (Bradley & Altizer, 2007). El estrés, es un fendbmeno que en
primera instancia se expresa como una respuesta de tipo aguda (inmediata),
considerada benéfica porque permite a los individuos prepararse para responder
ante una situacion de riesgo (Partecke et al., 2006). Sin embargo, en condiciones
prolongadas se transforma en una respuesta cronica (a largo plazo) que puede
dirigir al individuo a situaciones que comprometan su estado general de salud
(Sapolsky et al., 2000).

Para evaluar las respuestas causadas por situaciones estresantes y sus posibles
efectos en el organismo, se requiere de técnicas rapidas, confiables y econémicas
gue proporcionen datos sobre el estado fisioldgico y de salud de un animal. Por
ejemplo, en un seguimiento sanguineo, la evaluacion del hemograma, que incluye
analitos eritrociticos y leucocitarios, es una alternativa utilizada tanto en animales
domeésticos como silvestres (Kizhina et al., 2017; Maceda-Veiga et al., 2015). Tal es
el caso de los vertebrados, donde la relacion entre las proporciones de dos tipos de
leucocitos como neutroéfilos y linfocitos forman la relacion N/L que se considera un
indicador de estrés cronico. Este parametro proporciona informacion aproximada
sobre la respuesta inmune innata y adaptativa de un individuo ante situaciones
estresantes al reflejar cambios en las concentraciones, razén por la cual ha sido
muy utilizado para realizar estudios con enfoque ecofisiolégico en poblaciones de
fauna silvestre (Davis & Maney, 2018).

Este tipo de indices comenzaron a reportarse en trabajos orientados a la produccion
con fines zootécnicos de aves y peces domésticos. Cabe aclarar que en estos
grupos de vertebrados las células leucocitarias involucradas en el indice son



heterdfilo: linfocito (H/L) (Branton et al., 1997; Grzelak et al., 2017; Peutz et al.,
1996). En fauna silvestre se ha utilizado este indicador en reptiles y anfibios (Davis
et al., 2011; Davis & Maney, 2018) y, en afios mas recientes, también en aves como
pinglinos y en mamiferos como roedores y primates entre otros (D’amico et al.,
2014; Davis, Andrew, et al., 2008; Jerez et al., 2013; Smith IV, 2011). El indice N/L,
ademas, puede complementarse evaluando otros analitos sensibles a este tipo de
respuestas como eosinofilos (indice neutrdfilo/eosinéfilo, N/E), hematocrito y
eritrocitos nucleados. Los pardmetros mencionados también pueden presentar
cambios ante situaciones de estrés de caracter tanto agudo como cronico,
proporcionando informacion util para el estudio de poblaciones silvestres de
mamiferos (Harvey, 2012; Johnstone et al., 2015; Robel et al., 1996; Sanchez-
Sarmiento et al., 2015).

Entre los mamiferos, algunos marsupiales americanos del orden Didelphimorphia
son especies consideradas generalistas y oportunistas, debido a que son capaces
de habitar en ambientes contrastantes con diferentes grados de perturbacién
antropogénica (Adler et al., 1997). El estado de Tabasco, en México, comprende
parte del area de distribucion geogréafica de siete especies de didélfidos en
simpatria, de los cuales Didelphis virginiana, D. marsupialis y Philander opposum
son los mas abundantes. Poblaciones de estas especies habitan en areas naturales
y urbanizadas, manteniendo un estrecho contacto con las poblaciones humanas
(Medina-Romero, Goyenechea & Castillo-Ceron, 2012).

A pesar de que México presenta diversidad de marsupiales (Medina-Romero et al.,
2012), las investigaciones cientificas sobre estas especies y particularmente sobre
su fisiologia son escasas. Ninguna de las tres especies de marsupiales mas
comunes, objeto de estudio de esta investigacion, figura dentro de las categorias en
riesgo de acuerdo con la NOM-059-ECOL-2010 (SEMARNAT, 2010) ni en la Lista
Roja de Especies Amenazadas de la IUCN (Moraes et al., 2016; Pérez-Hernandez,
2016; Pérez-Hernandez et al., 2014). Sin embargo, el monitoreo de sus poblaciones
puede generar informacién Gtil para la conservacion de este grupo antiguo de
mamiferos con importancia ecolégica (Medina-Romero et al., 2012).

En el presente trabajo, se analizaron patrones de respuestas fisioldgicas ante la
captura y manipulacién de ejemplares (respuesta aguda) y la generada a largo plazo
(respuesta crénica) en poblaciones silvestres de tres marsupiales bajo distintos
contextos estresantes a partir de analitos del hemograma tanto eritrociticos como
leucocitarios. A pesar de que ambas respuestas son dificiles de definir y hasta cierto
punto subjetivas, han demostrado que pueden proporcionar informacion util;



reflejando cambios entre poblaciones silvestres. La evaluacion de la respuesta
inmune innata a partir de los analitos leucocitarios sensibles al estrés y en concreto
los indices obtenidos (N/L y N/E) en poblaciones de didélfidos que se desarrollan
en ambientes contrastantes en conjunto con el analisis de analitos eritrociticos,
puede proporcionar informacion sobre su capacidad para ajustarse o no a distintas
condiciones y servir como especie centinela o indicador biolégico una vez que bajo
diversos estudios se determine como tal.

2. Antecedentes

2.1 Urbanizacién

Las respuestas que puede presentar un individuo o poblacion ante determinados
disturbios de su hébitat pueden ser distintas. En 1996 Blair y colaboradores
categorizaron a las especies silvestres en evasivas, adaptativas y explotadoras
(Blair, 1996). Estos términos después fueron retomados por McKinney (2002), quien
planteo una nueva clasificacidn: 1) especies explotadoras o sinantropicas, aquellas
consideradas casi totalmente dependientes de los recursos humanos,
permitiéndoles incrementar sus densidades poblacionales en regiones mas
urbanizadas, 2) especies adaptativas, que se encuentran en matrices con habitats
suburbanizados como areas rurales y mas susceptibles a las grandes urbes; y 3)
especies evasivas, que son extremadamente sensibles a cualquier cambio en su
entorno. EIl constante crecimiento de la urbanizacion es una de las causas de la
pérdida de biodiversidad local y generalmente, estd asociado a la reduccion de
poblaciones nativas. Las especies de fauna silvestre que toleran los ambientes
antropizados, enfrentan fenébmenos como la contaminacién (incluyendo luminica y
auditiva), exposicion a patégenos exoticos, cambio en la disponibilidad de recursos
e interacciones con especies inusuales (McKinney, 2002; Meillére et al., 2015).

Alun se desconocen la mayoria de los mecanismos fisioldgicos por los cuales
muchos vertebrados silvestres se ven afectados por los ambientes urbanizados y
como pueden o no adaptarse a circunstancias especificas que proporcionan estos
entornos. Con el objetivo de comprender estas variaciones, en los ultimos afos se
han realizado estudios ecolégicos de ambientes urbanos que evaltan las dinamicas
poblacionales en especies silvestres a partir de la riqueza, abundancia y densidad
poblacional (Lindenmayer et al.,, 2000; Markovchick-Nicholls et al., 2008). Sin
embargo, también existen aquellos enfocados en evaluar aspectos fisiolégicos de
individuos o poblaciones con relacién al impacto de la antropizacion por medio de
su condicion corporal (Brodin, 2007), presencia de enfermedades especificas
(Bradley & Altizer, 2007), evaluacion de concentraciones hormonales (Partecke



et al., 2006; Romano et al., 2010; Touma & Palme, 2005), analisis hematologicos
(Cooke et al., 2012; Deem et al., 2009; Hufschmid et al., 2013; Maceda-Veiga et al.,
2015) entre otros.

En México, algunos de los estudios han evaluado a las especies invasoras de aves
paseriformes que han aparecido como consecuencia del mercado ilegal (Rodriguez-
Ruiz etal., 2017), la distribucion, riqueza y abundancia de mamiferos terrestres
(Barcenas & Legorreta, 2007; Hortelano-Moncada & Cervantes, 2011; Navarro-
Frias et al., 2007) y parametros que evalUan la exposicion a distintos ectoparasitos.
Sin embargo, en el caso concreto de los tlacuaches y principalmente en las especies
Didelphis virginiana y D. marsupialis los estudios han estado relacionados al estudio
de sus poblaciones (Cruz-Salazar et al., 2016), filogenia aplicada a su conservacion
(Medina-Romero et al., 2012), presencia de patdgenos como Trypanosoma cruzi o
Leishmania spp (Tamay-Segovia et al., 2017; Zavala-Velazquez et al., 1996) y
descripcion de sus analitos hematoldgicos (Zepeda-Espinosa et al., 2019).

2.2 Salud y vida silvestre

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definio en la década de 1940 el término
de salud como un estado de completo bienestar fisico, mental y social, y no
meramente como la ausencia de enfermedad o dolencia (55th World Health
Assemblies, 2006). Para la medicina veterinaria, y concretamente en el caso de
animales de produccién, fue definida como un estado de bienestar fisico, psicolégico
y de productividad, siendo cuantificable a través de indices de salud, obtenidos a
partir de la observacion de parametros como éxito reproductivo, ingesta de alimento,
peso corporal, entre otros (Blood et al., 2007). En el caso de fauna silvestre, la salud
ha sido definida como la capacidad de un individuo para adaptarse y responder a
distintos retos y cambios (Ryser-Degiorgis & Marie-Pierre, 2013). Sin embargo,
Stephen y colaboradores (2014), indican que el concepto de salud en la mayoria de
las legislaciones y regulaciones en fauna silvestre se encuentra enfocado al estudio
de la presencia de enfermedades de caracter zoonético, dejando a un lado la
evaluacion de la capacidad de un animal o poblacién silvestre para adaptarse o no
a distintos desafios.

Actualmente, se requieren definiciones que reinventen el concepto de salud en
fauna, resaltando que ésta no puede ser evaluada Unicamente por la ausencia de
enfermedad sino como el resultado de una interaccion biolégica, social y/o
ambiental, ligada con la capacidad de un individuo para adaptarse o no al cambio.
Por lo tanto, los individuos pueden adquirir un papel de vulnerabilidad o resistencia



ante su entorno (Zinsstag et al., 2011) Es por esto por lo que se requiere estudiar,
aprovechar e integrar aguellos conocimientos de salud humana y animal de forma
interdisciplinaria, tomando en cuenta aquellas variables como sexo, temperatura
corporal, estacionalidad, estado reproductivo y edad, que cambian la fisiologia de
un individuo dependiendo los distintos contextos ambientales. Ademas, es
importante tomar en cuenta que la salud en la vida silvestre no es un estado
biolégico como tal sino una construccion dinamica basada en las expectativas de
los seres humanos (Stephen, 2014).

Utilizando estudios hematoldgicos, se ha intentado evaluar la salud de individuos en
entornos silvestres empleado enfoques ecoldgicos, ecotoxicolégicos y médicos. Sin
embargo, es un area compleja debido a que el mayor reto para hacer investigacion
en campo radica en que no existen en la mayoria de las especies valores de
referencia, dificultando la interpretacion precisa o incluso aproximada de los
resultados obtenidos. Debido a esto, obtener datos fisiolégicos en ambientes
contrastantes contribuiria de manera significativa, a la estandarizaciéon de la
informacion pudiendo asi abordar discusiones mejor fundamentadas (Davis &
Maney, 2018; Maceda-Veiga et al., 2015).

2.2.1 Concepto “Una Salud”

El pensamiento médico integral fue planteado por primera vez en 1976 en
Norteamérica por un estudiante llamado William Osler. Es a él a quien se le atribuye
el término “Una Salud”, que tiene como finalidad integrar, asociar y replantear la
estrecha interaccidn sistémica que existe entre la salud de humanos y el entorno
(Zinsstag et al., 2011). Este nuevo concepto ha traido consigo debate cientifico,
programas para la investigacién e integracion de conocimiento, asi como la
ramificacion en distintas lineas de investigacién relacionadas con la epidemiologia
y medicina preventiva. Dentro de la investigacion multidisciplinaria, también se ha
acuiado el término de “sindromes del cambio global” que busca englobar la salud
humana y animal en conjunto (Jokimaki et al., 2011; Magle et al., 2012).

Entre los estudios que se han llevado a cabo bajo este concepto estan aquellos que
evallan los efectos de los contaminantes, la emergencia de enfermedades
zoondticas, el impacto de la deforestacion y otras actividades humanas (Ryser-
Degiorgis & Marie-Pierre, 2013). Estos estudios han servido para demostrar que en
la actualidad los problemas de salud son mas complejos y no pueden ser resueltos
mediante estudios reduccionistas que proporcionen informacion a muy pequeia



escala (Ryser-Degiorgis & Marie-Pierre, 2013; Zinsstag et al., 2011). Por lo tanto,
en la actualidad la interaccién y manejo de toda esta informacion es un reto.

2.3 Estrés

El estrés es un cambio fisiolégico y psicologico que puede interferir en el estado de
bienestar de un ser vivo como resultado de la exposicion a factores bibticos o
abidticos que tengan la capacidad de actuar como factores estresantes (Ditchkoff
et al., 2006; Hing et al., 2016). Los seres vivos enfrentan constantemente un amplio
namero de circunstancias que causan estrés. La activacion del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal (HHA) es el responsable de esta respuesta fisiologica. Este
mecanismo se encuentra mediado por una retroalimentacién tanto positiva como
negativa que involucra hormonas glucocorticoides y mediadores neuroendocrinos,
por lo tanto, el eje HHA regula los procesos fisiolégicos, bioquimicos y de
comportamiento para mantener un estado de alostasis (homeostasis a través del
cambio) en los animales que se enfrentan a distintas condiciones bajo distintos
estresores (Hing et al., 2016; Sapolsky et al., 2000).

La activacion del eje HHA en los mamiferos se lleva a cabo mediante la liberacion
por parte del hipotalamo de la hormona liberadora de corticotropina (CRH, por sus
siglas en inglés) a la circulacion. Después, se estimula a la glandula hipdfisis para
liberar a la hormona adrenocorticotropica (ACTH, por sus siglas en inglés) que, a su
vez, estimulara a la glandula adrenal para liberar algun tipo de glucocorticoide
(cortisol, cortisona etc) (Thrall et al., 2004). Esta respuesta y la secrecién de estas
hormonas son consideradas benéficas e indispensables para mediar respuestas
adaptativas tales como la estimulacion de procesos bioquimicos como la
gluconeogénesis que inhabilita la utilizacion de glucosa por tejidos que no lo
requieran primordialmente en determinados momentos, movilizando las reservas de
grasa almacenadas en los tejidos para el correcto funcionamiento de los 6rganos
gue mas las necesiten (Fischer et al., 2015; Meillere et al., 2015; Sapolsky et al.,
2000) entre otras respuestas de tipo adaptativo.

En situaciones de estrés prolongado, las elevadas concentraciones de
glucocorticoides en circulacion pueden interferir en procesos fisioldgicos de caracter
inmunoldgico, reproductivo, asi como en las funciones del sistema nervioso central,
estando relacionadas con enfermedades y cambios de comportamiento que pueden
comprometer el estado general de salud de los individuos (Davis, Maney, et al.,
2008).



2.4 Uso del hemograma como indicador de salud

El hemograma es una de las herramientas cuyo objetivo es reconocer por medio de
la cuantificacién y deteccion de alteraciones en analitos sanguineos los cambios
fisiologicos por los que puede pasar un animal como consecuencia de alguna
variacion en su sistema. Por sus caracteristicas, esta técnica es de utilidad para
proporcionar informacion de su estado general de salud y ha sido utilizada tanto en
animales domésticos como silvestres (Maceda-Veiga et al., 2015). Recientemente
se ha incrementado su uso en estudios ecoldgicos que tienen por objetivo evaluar
el impacto que generan algunos estimulos considerados estresores sobre distintas
células (Davis, Andrew, et al., 2008).

En afos recientes se han realizado estudios experimentales para evaluar cambios
leucocitarios causados por estimulos estresantes en peces cebra (Grzelak et al.,
2017), comparaciones del hemograma en individuos enfermos de trucha arcoiris
(Lehmann et al., 1987) y diferencias en el leucograma y el indice N/L en larvas de
ranas provenientes de distintos estanques con diferente nivel de perturbacién (Davis
et al.,, 2011). En contraste, algunos de los pocos estudios con este enfoque en
animales de vida libre son la evaluacion de analitos leucocitarios en pinguinos
(D’amico etal., 2014), evaluacion de analitos hematolégicos de ornitorrincos
(Whittington & Grant, 1983) y diferencias leucocitarias en pingtinos provenientes de
ambientes contaminados (Jerez et al., 2013).

En el caso de los marsupiales existen estudios hematolégicos en especies como
Antechinus agilis, un marsupial carnivoro del que se obtuvieron hemogramas de
poblaciones en ambientes contrastantes (Johnstone et al., 2012). Existen también
trabajos que han estudiado analitos hematolégicos en las especies de Didelphis
aurita y D. albiventris en Brasil (Casagrande et al., 2009) y otros en la especie
Trichosorus cunninghami en Australia, relacionando estos valores con variables
como sexo, estacionalidad, habitat y estado de salud (Hufschmid et al., 2013). En
las especies D. virginiana y D. marsupialis se han llevado a cabo estudios para
obtener parametros hematoldgicos tanto en cautiverio (Giacometti etal., 1972)
como vida libre (Lewis, 1975; Youatt et al., 1961).

En México, para Didelphis virginiana se evaluaron los parametros hematologicos en
vida libre en el estado de Yucatan (Zepeda-Espinosa et al., 2019) y también se
encuentra el trabajo que antecede a este mismo que evalué el hemograma de las
especies Didelphis marsupialis, D. virginiana y Philander opossum en el estado de
Tabasco (Leon, 2017).



2.4.1 Leucograma de estrés

El leucograma se obtiene a partir del conteo total de los leucocitos, incluyendo a
neutrofilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos y basofilos; el andlisis de estas
variedades leucocitarias es una herramienta valiosa para el diagnostico en la
practica clinica. Ademas, aporta informacion que puede ser utilizada para evaluar la
respuesta a adversidades, conocida como leucograma de estrés (Davis, Maney,
et al., 2008) que dependiendo de la intensidad, magnitud y persistencia de un
estresor y, por lo tanto, de glucocorticoides en circulacion, genera cambios como
neutrofilia, linfopenia y eosinopenia (Anne, 2020; Maceda-Veiga et al., 2015).

Para entender el leucograma de estrés es importante saber que existen dos
respuestas, una de tipo agudo (homeostética) y otra de tipo cronico (adaptativa). El
primer cambio fisiol6gico que se presenta como consecuencia a un agente estresor
es la linfopenia, fendbmeno causado por apoptosis y alteracion en los patrones de
recirculacion, encargados de almacenar linfocitos en los linfonodos. El segundo
cambio sera la neutrofilia, causada por el incremento de casi el doble de neutréfilos
en sangre, debido a que los esteroides disminuyen su adhesion y marginacién al
endotelio vascular, incrementado su ndamero circulante y presentando
hipersegmentacion. Como signo indicador de respuesta cronica al estrés seran
esperados cambios como la eosinopenia, linfopenia y monocitosis. Esta Gltima ha
sido observada casi exclusivamente en perros y bovinos (Schalm’s, 2010), pero
también en poblaciones silvestres de topos y monos aulladores (Beldomenico et al.,
2008; Sanchez-Sarmiento et al., 2015).

Para complementar la interpretacion de un leucograma, sobre todo en aquellos
animales en los que no se tienen valores de referencia, debemos tener presente
gue se puede obtener el indice N/L, que proporciona datos sobre la susceptibilidad
fisica, fisiologica y psicolégica de individuos bajo situaciones adversas como la
antropizacion (respuesta adaptativa). Cuando este indice se encuentra mas elevado
en la comparacion de dos o mas poblaciones de ciertas especies, se hipotetiza que
el grupo de estudio se encuentra expuesto y/o es mas sensible a determinados
estimulos adversos. Este fendmeno se ve reflejado en el incremento de neutrofilos
y la disminucion de linfocitos (linfopenia), siendo de utilidad para estudios
comparativos de fauna silvestre (D’Amico, Bertellotti, et al., 2016; Paes et al., 2012;
Peutz et al., 1996; Zhelev et al., 2013).

Por otro lado, el indice neutréfilo/eosinéfilo (eosinopenia), también se ha visto que
varia ante situaciones estresantes en donde el incremento de hormonas
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glucocorticoides lideran el aumento de neutrofilos y un decrecimiento de eosinofilos
en sangre, siendo de utilidad como indicador de cuadros clinicos agudos ante
infecciones principalmente de tipo bacteriano (Lipkin, 1979; Setterberg & Newman,
2004; Wibrow et al., 2011). Este signo se ha presentado y estudiado principalmente
en humanos, ante enfermedades relacionadas con el estrés como el infarto
isquémico agudo y en enfermedades sistémicas, incluyendo la causante de la
pandemia actual por SARS-CoV-2, en donde parece haber relacion con el cuadro
clinico agudo de la enfermedad (Guines, 2020; Xia, 2020).

En fauna silvestre se presenta como posible indicador de estrés en contextos de
cautiverio, y/o enfermedades, sin embargo, en algunas especies también podria ser
una caracteristica fisiolégica especifica sobre la produccion de analitos (Hajduk
etal.,, 1992; Haynes & Skidmore, 1991; Sanchez-Sarmiento etal., 2015). Su
interpretacion ha generado polémica, pero los estudios coinciden en que sus
cambios son una respuesta ante el estrés agudo (Xia, 2020).

En fauna silvestre, el indice que mas se utiliza para estudiar fisiologia del estrés
utilizando a los leucocitos como indicador ha sido el N/L. Diversos proyectos en
mamiferos silvestres lo han utilizado para evaluar el impacto que enfrentan las
poblaciones silvestres en distintos ambientes. Las diferencias detectadas entre
distintas poblaciones sugieren que esta relacion puede ser utilizada como indicador
biolégico ante estrés cronico (D’Amico, Coria, etal.,, 2016; Sanchez-Sarmiento
et al., 2015; Uzenbaeva et al.,, 2013). En el caso de los marsupiales, existen
estudios como en la especie sudamericana Dromiciops gliroides en donde se
evaluaron parametros hematoldgicos, incluyendo el indice N/L en época de
hibernacion, encontrando un incremento en esta relacion, adjudicandolo a la lisis
muscular y probable estrés fisiologico por el que podia estar pasando la especie
(Franco et al., 2013).

Por otro lado, como ya se menciong, el indice neutréfilo/eosindéfilo ha sido estimado
principalmente en humanos, sin embargo, en fauna silvestre la eosinopenia se ha
evaluado en primates (Alouatta caraya), ovejas y koalas en cautiverio sometidos a
condiciones estresantes (Sanchez-Sarmiento et al., 2015). También, la ausencia de
eosinofilos podria explicar que se trate de una condicidn biolégica normal como en
el caso del marsupial dasiuromorfo (Sminthopsis crassicaudata) en quien se
observd ausencia de eosindfilos adjudicando esta condicidon hematoldgica a que la
médula 6sea de esta especie solo libera este analito especificamente cuando es
requerido, presentandose un breve periodo de vida en sangre circulatoria antes de
migrar a tejidos (Haynes & Skidmore, 1991).
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Cabe destacar que evaluar estrés fisiologico utilizando células sanguineas, tiene
algunas ventajas sobre la evaluacibn de hormonas glucocorticoides que son
recurrentemente utilizadas para estimar esta condicion. Por ejemplo, obtener un
conteo leucocitario es un procedimiento mas econémico que la cuantificacion de
hormonas esteroides, ademas, las concentraciones de estas lineas celulares en
teoria no se ven afectadas en segundos bajo situaciones de estrés agudo como la
captura de un individuo que siempre sera necesaria para la obtencion de una
muestra sanguinea, y en algunos casos puede tomar un tiempo considerable. Uno
de los beneficios de esta herramienta hematolégica es que, nos permite obtener
informacion para relacionarla con el entorno, asi como otros factores y/o analitos
(hormonas, proteinas, etcétera) (Maceda-Veiga etal., 2015). Sin embargo, es
importante tener en cuenta que el empleo de estas dos herramientas y su
interpretacion en conjunto provee informacion para sustentar mejor cualquier tipo
de resultado (Davis & Maney, 2018).

A pesar de las ventajas que tiene el conteo leucocitario sobre otras herramientas,
es importante enfatizar que las interpretaciones de estos resultados pueden ser
complejas y deben llevarse a cabo con cautela. La regulacion de las células
leucocitarias esta dada por la combinacién de distintos factores, uno de ellos es la
participacion las catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) que, junto con el
cortisol, también son liberadas en una respuesta de estrés agudo (respuesta
homedstatica), como puede ser la captura y contencion de un ejemplar. Sin
embargo, aun se desconoce con detalle la respuesta en cada especie y, por lo tanto,
los resultados pueden variar debido a condiciones particulares para cada grupo
taxonémico.

Generar informacién en distintos contextos y para diferentes especies ayudara a
tener mas claridad en la interpretacibn de los datos. Todo el contexto para
determinar hasta qué punto influye una variable como el medio ambiente y otros
factores en la fisiologia de los leucocitos es subjetivo, debido a que los individuos
utilizados en este tipo de estudios pasan por un procedimiento de captura
considerada de caracter agudo y causada principalmente por la liberacion de
catecolaminas y después, si persiste un factor estresante o son individuos
expuestos a constantes adversidades presentardn una respuesta de caracter
cronica (adaptativa), mediada por glucocorticoides (Sapolsky et al.,, 2000). Sin
embargo, también debemos tener presente que la influencia de la captura
(respuesta aguda) en teoria no deberia cambiar la respuesta a nivel leucocitario, v,
por ende, si partimos del hecho de que algunos individuos estdn mas expuestos a
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efectos adversos que otros, tanto los indices leucocitarios (N/L y N/E) como otros
analitos hematolégicos son indicadores de utilidad sobre distintos tipos de
respuestas fisiologicas entre poblaciones silvestres.

2.5 Marsupiales americanos

Los marsupiales americanos son mamiferos que han logrado adaptarse en
ambientes con distintos niveles de perturbacion en el continente y algunas de sus
especies, han sido descritos como generalistas u oportunistas (Adler et al., 1997).
De acuerdo con registros fosiles, su historia evolutiva inicia desde el periodo
Cretacico (Medina-Romero et al., 2012). Estos mamiferos antiguos cumplen con
diversas funciones ecolégicas en los ambientes que habitan como la dispersion de
semillas, el control de patégenos como las garrapatas, entre otras (Medina-Romero
et al., 2012).

En México, se distribuyen en todo el pais y predominan en el sur con excepcion de
la peninsula de Baja California. Se describen ocho especies de marsupiales
mexicanos dentro del orden Didelphimorphia con siete géneros: Marmosa,
Tlacuatzin, Caluromys, Chironectes, Didelphis, Metachirus y Philander (Medina-
Romero et al., 2012). Un estudio realizado en el 2014 menciona que zonas como el
Golfo de México, la costa del Pacifico, la zona de Soconusco en el estado de
Chiapas y la Sierra Madre del sur son de prioridad para la proteccién de la
conservacion de los didélfidos en México. El estado de Tabasco forma parte de la
zona del Golfo de México y comprende parte del area de simpatria de tres especies
de didélfidos: Didelphis virginiana, D. marsupialis y Philander opposum. (Medina-
Romero, Goyenechea and Castillo-Cerén, 2012), ademas de contar con 7 de las 8
reportadas para el pais (Mihart et al., 2016).

La especie D. virginiana habita en una variedad de ambientes que van desde
bosques deciduos, tierras bajas, lomerios y zonas aridas, asi como zonas rurales y
suburbanas (Mcmanus, 1974). Es la especie mas reciente en la tierra de las tres y
ha sido descrita como generalista y adaptable a ambientes mas contrastantes (Cruz-
Salazar etal.,, 2014). D. marsupialis se encuentra mas restringido a bosques
tropicales hiumedos y secos, bosques secundarios y zonas de vegetacion densa
(Cruz-Salazar et al., 2014). Por ultimo, la especie P. opossum se distribuye en
bosques tropicales, secundarios, praderas cercanas a cuerpos de agua, cultivos y
zonas urbanas, pero con menor impacto antropogénico (Castro-Arellano et al.,
2005). Actualmente ninguna de estas tres especies figura dentro de las categorias
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en riesgo de acuerdo con la NOM-059-ECOL-2010 (SEMARNAT, 2010) y en el caso
de la Lista roja de IUCN las tres estan dentro de la categoria de LC (por sus siglas
en inglés “least concern”) que se refiere a un estado de menor preocupaciéon
(Moraes et al., 2016; Pérez-Hernandez, 2016; Pérez-Hernandez et al., 2014).

Estas especies han sido relacionadas con diversos patdgenos zoonoticos como
Trypanosoma cruzi, protista con quien mantienen un estrecho contacto sin lesiones
tisulares y Leishmania spp (Zavala-Velazquez et al., 1996). Por otro lado, también
se ha comprobado la adaptacion de D. virginiana para contrarrestar el efecto del
veneno de algunas especies venenosas de serpientes (Voss & Jansa, 2012), y
aungue se requiere investigacion al respecto, se ha planteado que pueden llegar a
ser resistente al virus de la rabia, sin embargo, no son inmunes (Carey & McLean,
1983; Perez, 2016). Todos estos son temas de investigacion que predominan en
estas especies por las especificaciones y excepciones que presentan en
comparacién con otros animales, haciéndonos ver que probablemente el sistema
inmune presente diferencias particulares en estas especies que pudieran proveer
pistas de su respuesta inmune tanto innata como adaptativa.

Debido a la flexibilidad que han demostrado ante ambientes urbanizados y el
estrecho contacto que tienen con el ser humano, es conveniente tomar en cuenta
esta informacion y analizar el estado general de salud de estas especies por el
rango de transmision de enfermedades de la interfase doméstico-silvestre y posible
decrecimiento de sus poblaciones por los distintos niveles de antropizacién de los
lugares donde habitan; debido a situaciones lo suficientemente estresantes para
generar dichos cambios (Buhr et al., 2018; Jansen et al., 2018; Legey et al., 1999).

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Analizar patrones de respuesta fisiolégica aguda y crénica en diferentes analitos del
hemograma utilizados como indicadores de estrés en poblaciones silvestres de
Didelphis virginiana, Didelphis marsupialis y Philander opossum que habitan
ambientes contrastantes.
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3.2 Objetivos particulares

1. Evaluar diferentes analitos del hemograma de tres especies de marsupiales
americanos que puedan ser utilizados como indicadores fisioloégicos de
estrés.

2. Analizar si variables ambientales (sitio y temporalidad) y biolégicas (sexo y
estado reproductivo en hembras) estan asociadas a respuestas fisiologicas
cronicas o de largo plazo que se reflejen en analitos del hemograma de tres
marsupiales americanos simpatricos.

3. Determinar si estimulos agudos como la captura y la contencion fisica,
inducen una respuesta fisiolégica que se refleje en cambios en analitos del
hemograma de tres marsupiales americanos simpatricos.

4. Métodos

Esta investigacién fue de caracter interdisciplinario y formé parte del proyecto
titulado “Indicadores fisiolégicos de tres especies de tlacuaches simpatricos en dos
ambientes contrastantes en el estado de Tabasco” que se desarrolla en la Division
Académica de Ciencias Biologicas (DACBIOL) de la Universidad Juarez Autbnoma
de Tabasco (UJAT) desde el afio 2016 con la colaboracion de distintas instituciones
(CINVESTAV, UAM y ahora UNAM) e investigadores. A partir de esa fecha, se ha
realizado la captura y toma de muestras de ejemplares de las especies Didelphis
virginiana, D. marsupialis y Philander opossum con el propésito de evaluar el
impacto de la urbanizacion sobre distintos indicadores fisiolégicos asociados a la
salud y estrés de sus poblaciones silvestres.

4.1 Disefio Experimental y area de estudio

El estudio se llevd a cabo en cuatro sitios con diferentes grados de perturbacién
antropogénica. Los sitios de captura fueron la 302 Zona Militar (17°59°2.58” Norte y
92°56’30.67” Oeste), la Division Académica de Ciencias Biologicas (DACBIOL) de
la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco (17°99°'02” Norte y 92°97°47” Oeste),
el zooldégico YUMKA (18°00'2.26” Norte y 92°48'18.13” Oeste) y la estacion
biolégica La Florida (LF) ubicada en el municipio de Tacotalpa (17°27°45.74” Norte
y 92°46'13.80” Oeste). Todas ubicadas en el estado mexicano de Tabasco.

La 302 Zona Militar (ZM) se encuentra inmersa dentro de la ciudad de Villahermosa
y esta rodeada por tres avenidas principales y una matriz completamente urbana.
Incluye extensas areas verdes con arboles dispersos. La DACBIOL se encuentra en
la periferia de la ciudad de Villahermosa en el lado poniente y esta rodeada por una
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avenida principal, una avenida secundaria y zonas de pastizal inducido para la
practica ganadera dentro del sitio, ademas se cuenta con fragmentos de vegetacion
secundaria (acahual y tintal con alto grado de perturbacion) junto con cuerpos de
agua. El zoolégico de YUMKA se encuentra a 8 km de la ciudad de Villahermosa,
cierta area corresponde a un fragmento de selva acahualada, rodeado por zonas de
pastizal inducido para la ganaderia, humedales y areas de vegetacion secundaria
relativamente extensas que forman parte de los terrenos del Aeropuerto
Internacional Carlos Rovirosa de Villahermosa, Tabasco. Finalmente, la estacion
bioldgica La Florida (LF) se encuentra a 400 m del pueblo de Tapijulapa y al borde
del area natural protegida Parque Estatal Sierra de Tabasco, en donde el tipo de
vegetacion predominante es la selva mediana perennifolia con moderado grado de
perturbacion.

Los procedimientos de este estudio se apegaron a los estatutos establecidos por el
Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales
(SICUAE) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM con
namero de registro de protocolo SICUAE.MC-2019/1-5. Por otro lado, este proyecto
también contd con un permiso de captura emitido por la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) No. SGPA/DGVS/000923/18.
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Figura 1. Mapa de la ubicacion de los sitios de muestreo. Zona Militar (ZM), Division
Académica de Ciencias Biologicas (DACBIOL), Zoolégico YUMKA y estacion
bioldgica La Florida (LF).

4.2 Captura de ejemplares

Fueron colocadas 15 trampas de tipo Tomahawk para mamiferos medianos (107
cm de largo x 38 cm de ancho y 38 cm de altura) en puntos previamente
establecidos de cada localidad. A diez de ellas se les coloco una alarma de captura
gue consistia en un radiotransmisor que emitia sefial a una frecuencia de 148-174
MHz (Communications specialist, modelo R1000®) la cual rastreaba de manera
remota con una antena omnidireccional (Telonics Larsen modelo LM150®). Las
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sefales de cada trampa eran revisadas cada cinco minutos, permitiendo determinar
el momento en que un animal era capturado (precision < 5 min). Las cinco trampas
restantes que carecian del sistema de radio fueron revisadas por el equipo de
trabajo cada media hora. Una vez confirmada alguna captura, se retiraba la trampa
del sitio para ser llevada al campamento y asi poder iniciar con la colecta de
muestras y datos generales. La jornada se iniciaba a las 19:00 h (20:00 h en horario
de verano) y se finalizaba a las 06:00 h del dia siguiente.

Las especies focales de este estudio fueron D. marsupialis, D. virginiana y P.
opossum. Los individuos capturados fueron identificados con base en sus
caracteristicas anatomicas, con especial énfasis en la coloracién de las mejillas,
vibrisas y cola (Alvarez-Castafieda et al., 2018; Reid, 2009). La temporalidad fue
establecida para la region con base a lo reportado por Pereyra-Diaz y colaboradores
(2004). Se categoriz6 como periodo seco (100 dias de duracion) del mes de febrero
a mayo, como periodo humedo con (260 dias) de mayo a febrero y dentro de este
periodo se tomo en cuenta el periodo canicular o intraestival con una duracién de
100 dias dentro del periodo humedo, de los meses de junio a septiembre. Durante
los meses de enero a junio de 2016, las capturas se realizaron en DACBIOL y La
Florida, mientras que en los meses de enero a junio de 2017 se capturaron
unicamente en la DACBIOL. En YUMKA, las capturas se realizaron de mayo a
diciembre de 2017 y de febrero a junio de 2018, y en la Zona militar fueron de febrero
a julio de 2019.

4.3 Colectay conservacion de muestras

Una vez capturado el ejemplar, la toma de sangre se llevd a cabo mediante
contencion fisica para obtener tres muestras seriadas por individuo (tiempo A, By
C). Se consideré como tiempo “A” a la primera muestra tomada inmediatamente
después de la contencion fisica del ejemplar (en los primeros 10 minutos).
Posteriormente a los 20-30 minutos se tomo otra muestra, denominada tiempo “B”.
Finalmente se tomé una tercera muestra 4 horas post-captura nombrada como
tiempo “C”.

Para cada tiempo de colecta de muestra, fueron tomados aproximadamente 500 L
de sangre o menos del 1% del peso corporal del animal de la vena coccigea. Se
utilizaron jeringas de 3 mL y agujas 23G (BD®). Posteriormente, las muestras
sanguineas fueron transferidas a tubos Microtainer con EDTA (BD®),
homogenizando la sangre con el anticoagulante.
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Posteriormente de cada muestra (tiempo A, B y C), fueron colectados
aproximadamente 5 pL de sangre de los tubos Microtainer, utilizando una
micropipeta (Corning®) para elaborar sobre un portaobjetos un frotis secado al aire
para su fijacion en campo. Los frotis fueron almacenados a temperatura ambiente
para su transportacion. Cada muestra de sangre colectada se refriger6 en campo a
aproximadamente 4°C, utilizando hieleras y geles refrigerantes hasta ser
procesada. Terminado el procedimiento, todos los animales fueron marcados con
un arete en la oreja derecha para su identificacion y posteriormente liberados en el
lugar de captura.

4.4 Andlisis de muestras

Las muestras fueron transportadas y procesadas dentro de las primeras 48 horas.
Una parte de los procedimientos como la cuantificacion de hematocrito y solidos
totales, asi como la preparaciéon de un segundo frotis sanguineo ademas del
realizado en el campo, fueron elaborados en el laboratorio de la DACBIOL de la
UJAT. El resto de las muestras fueron homogenizadas y refrigeradas para ser
llevadas a un laboratorio de analisis clinicos privado, donde se realizé el hemograma
completo de los tres tiempos (A, B y C). El equipo automatizado empleado para
realizar el hemograma fue un analizador hematolégico automatizado XT-1800
(Sysmex®), mismo que empled el método de citometria de flujo con fluorescencia.

El procesamiento de tincibn de los frotis sanguineos se llevd a cabo con
hemocolorante rapido Hycel®. Posteriormente, fueron observados al microscopio
Optico con los objetivos 10x, 40x y 100x para obtener el porcentaje de los diferentes
tipos celulares, empleando el patrén de guarda griega o almena para el conteo
diferenciado de las células (Cowell & Tyler. R, 2002).

Debido a la presencia elevada de metarrubricitos o eritrocitos nucleados (eritrocitos
inmaduros) ya reportados en otros trabajos en marsupiales (Clark P, 2004; Leon,
2017); mientras se llevaba a cabo el conteo de 100 células de los distintos tipos de
leucocitos, también de forma paralela se contaron los eritrocitos nucleados (sin
incluirlos en la cuenta total de 100 leucocitos) para llevar a cabo la férmula de
correccion y asi obtener el nimero de leucocitos absolutos corregido. La formula se
encuentra descrita a continuacion.

Conteo corregido de leucocitos = (Conteo inicial de leucocitos x 100)
(100 + numero de células nucleadas)
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(Nufiez-Ochoa et al., 2007; Sirois & Hendrix, 1998).

Finalmente, los indices neutrdfilos/linfocitos (N/L) y neutréfilo/ eosindfilo (N/E) se
obtuvieron a partir de la cantidad corregida de neutrofilos dividida entre la de
linfocitos y eosindfilos (Nufiez-Ochoa et al., 2007).

4.5 Analisis de datos

Se elabord una base de datos que incluyo el tipo de muestra de toma sanguinea
(tiempo A; B y C), hora de activacion de la trampa, hora del inicio de contencion
fisica, hora de la toma del tiempo A, tipo de trampa (con alarma/sin alarma), especie,
sitio, sexo, estado reproductivo de las hembras, peso (kg) y temporalidad. La edad
fue estimada entre los individuos capturados y se usaron caracteristicas cualitativas
(por ejemplo: largo y textura del pelo, apariencia del marsupio y glandula mamaria
para las hembras, entre otros) y cuantitativas (peso corporal y medidas
morfométricas). Sin embargo, las categorias de edad propuestas no fueron
consideradas para el andlisis estadistico debido a que, de acuerdo con la revision
bibliogréfica, es recomendado incluir criterios de denticién para la estimacion de
esta variable. En este proyecto, no fue utilizada la sedacion quimica, por lo tanto,
no se obtuvo esa informacion complementaria.

Las variables del hemograma que se analizaron de la linea eritrocitica fueron:
hematocrito (L/L), hemoglobina (g/L), eritrocitos (x10'?/L), volumen globular medio
(fL), concentracion globular media de hemoglobina (g/L), hemoglobina promedio por
eritrocito (pg), plaguetas (x10°%L) y eritrocitos nucleados (/100 leucocitos). Los
analitos de la linea leucocitaria fueron: leucocitos totales (x10%L), neutréfilos
segmentados (x10%L), neutréfilos banda (x10%L), linfocitos (x10°%L), monocitos
(x10%/L), eosindfilos (x10°%/L) y basoéfilos (x10%/L) absolutos.

Antes de realizar los andlisis estadisticos, a partir de los valores corregidos de
leucocitos totales, se ajustaron los valores absolutos para cada uno de los distintos
tipos de analitos leucocitarios. Se multiplicé el valor relativo obtenido en el conteo
diferencial de cada tipo de leucocito por el valor del valor corregido de leucocitos y
el producto de esta multiplicacion se dividié entre 100 (Latimer et al., 2005). Los
indices N/L y N/E se obtuvieron a partir de los valores absolutos corregidos. Cabe
aclarar que los resultados utilizados en el estudio fueron aquellos que se obtuvieron
con la técnica manual y corregida bajo la férmula descrita arriba. No se utilizaron los
resultados obtenidos a partir de la técnica automatizada.
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Se llevaron a cabo pruebas de normalidad y homocedasticidad para todas las
variables del hemograma, incluyendo los indices N/L, N/E de los tiempos A, By C
con valores naturales. Debido a que no todas las variables fueron normales y
homocedasticas, se opto por utilizar estadistica de tipo no paramétrico. Las pruebas
de Kruskal- Wallis y la prueba de Dunnett se usaron en la comparacion del tiempo
A (el que se asume es mas cercano al valor basal) para evaluar la respuesta crénica
al estrés en las relaciones N/L y N/E por: a) especie (D. marsupialis, D. virginiana y
P. opossum); b) sitio (ZM, DACBIOL, LF, YUMKA); c¢) temporalidad (himedo,
canicula y secas), d) sexo (hembras/machos) y e) estado reproductivo en hembras
(con crias/ sin crias) por especie.

Para evaluar la respuesta aguda al estrés, se utilizé la prueba de Friedman y de
Wilcoxon como post hoc. Se utilizaron los tres tiempos de muestra (A; By C) con la
finalidad de observar si existia un patréon de incremento, disminucién o algun otro
entre los intervalos A-B, B-C y A-C por especie. Se llevo a cabo la prueba no
paramétrica para medidas repetidas denominada de Friedman en las variables:
relacion N/L, hematocrito (L/L) y eritrocitos nucleados (/100 leucocitos) y se realizo
la prueba de Wilcoxon como post hoc en caso de presentarse significancia (p<0.05).

Para algunas comparaciones no fueron tomadas en cuenta aquellas categorias de
variables que contaban solamente con 1 individuo. La base de datos se export6 al
programa JMP Statistical Discovery (SAS®) y SPSS Statistics (IBM®). Para todas
las pruebas estadisticas se consideré un nivel de confianza de 95%. La informacién
obtenida se resume en cuadros y figuras.

5. Resultados

Con un esfuerzo de muestreo de 283 noches/trampa en la DACBIOL, 285 en la
Florida, 352 en Yumk& y 120 en la Zona Militar se colectaron las muestras
sanguineas analizadas en esta investigacion.

En el analisis de la respuesta cronica al estrés, fue considerada Unicamente la
muestra A de 115 individuos: 32 de D. marsupialis (17 hembras y 15 machos), 37
de D. virginiana (21 hembras y 16 machos) y 46 de P. opossum (20 hembras y 26
machos). Para evaluar la respuesta aguda atribuida a la captura y contencion,
fueron consideradas las tres muestras colectadas a lo largo del proceso (tiempo A,
B y C) en donde fueron incluidos 27 ejemplares de D. marsupialis, 33 para D.
virginiana y 32 para P. opossum sumando un total de 92 ejemplares.
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5.1 Descripcion y comparacion de valores hematoldgicos entre especies

Fueron evaluados 21 analitos del hemograma para las tres especies de marsupiales
americanos; 8 de la linea eritrocitica y 13 de la leucocitaria. Los valores relativos de
los leucocitos fueron presentados, pero no se les aplico tratamiento estadistico al
igual que los valores absolutos. Los resultados muestran que existen diferencias
significativas (p=0.05) en los ocho analitos de la linea eritrocitica (Cuadro 1) y en
tres de la linea leucocitaria (valores absolutos) entre las especies (Cuadro 2).

En la comparacion interespecifica, la especie P. opossum presentd una
concentracion mas elevada de las variables eritrociticas hematocrito (0.46 *
0.05 L/L), hemoglobina (132.57 + 16.74 g/L) y plaquetas (354.5 + 123.74 x10°/L)
en relacion con las dos especies del género Didelphis (p=0.0001) (Figura 2).

En el caso de las variables eritrocitos y eritrocitos nucleados se presentdé una
relacion inversamente proporcional entre D. virginiana y D. marsupialis contrastando
entre especies. En D. virginiana los valores de eritrocitos (5.28 + 0.65x10*?/L) fueron
significativamente mayores  que los de D. marsupialis (4.88 + 0.86x10'?/L)
(p=0.0251), mientras que los eritrocitos nucleados en D. marsupialis (9.84 +
7.11/100 leucocitos) presentaron valores mas elevados que D. virginiana (4.73 +
7.61/100 leucocitos) (p=0.0004) (Figura 3).

La especie de regiones mas urbanizadas D. virginiana, presento un patrén donde
variables eritrociticas tales como VGM (79.84 + 5.42fL), CGMH (280.7 + 11.87g/L)
y hemoglobina promedio por eritrocito (22.43 + 1.48pg), utilizadas para la medicion
de la calidad de salud que tienen las especies, estuvieron disminuidas en
comparacion con D. marsupialis y P. opossum, las cuales fueron capturadas en
ambientes menos antropogénicos o urbanizados (Cuadro 1) (Anexo 1).

En la linea leucocitaria, D. virginiana fue quien tuvo valores mas elevados de las
variables leucocitos totales (x 10%L) (11.64 + 4.91) y de linfocitos (x 10%L) (5.77 +
2.92), en comparacion con D. marsupialis y P. opossum. En la variable neutréfilos
segmentados (x 10%L) la especie P. opossum (2.25 * 2.22) mostré valores mas
bajos en comparacién con D. virginiana y D. marsupialis. Todos estos resultados
fueron significativos con una p=0.0001 (Figura 4) (Anexo 1).
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Cuadro 1. Promedios + desviacion estandar para parametros hematologicos de la
linea eritrocitica de tres especies de marsupiales americanos en vida libre.
Literales para representar diferencias significativas (p= 0.05) (Prueba de Kruskal-
Wallis).

Analito Especie
(Unidades) D. virginiana D. marsupialis P. opossum
(n=37) (n=32) (n=46)
Hematocrito 0.41£0.04 0.43+0.06 0.46 £ 0.05
(L/L) (0.34-0.59) (0.36-0.60) (0.30-0.58)
a a b
Hemoglobina 118.45+15.87 126.63 +20.55 132.57 +16.74
(g/L) (93-180) (104-171) (86-166)
a a b
Eritrocitos 5.28 £+ 0.65 4.88 +0.86 5.12+0.74
(x 10%2/L) (4.20-7.36) (3.82-6.77) (3.26-6.55)
a b ab
VGM 79.84 +5.42 90.53+4.72 92.34+5.52
(fL) (66.2-89.8) (83.7-102) (80.8-110.4)
a b b
CGMH 280.7 £ 11.87 287.19+9.94 281.43 £9.87
(g/L) (258-305) (265-314) (258-300)
b a ab
Hemoglcfbina. 22.43+1.48 25.98+1.24 25.95+1.12
prom/eritrocito
(pg) (18.6-26) (22.6-28.2) (22.6-28.5)
a b b
Plaquetas 217.46 +£122.18 246.53 +131.64 354.5+123.74
(x 10%/L) (21-520) (33-506) (28-550)
a a b
E':g:::g: 4.73+7.61 9.84+7.11 6.1£6.0
(/100 leucocitos) (0-33) (0-25) (0-27)
a b ab

Intervalo de los valores maximos y minimos para cada analito estan dados entre paréntesis
n = namero de individuos
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Cuadro 2. Promedios (+ desviacion estandar) para parametros hematologicos de la
linea leucocitaria de tres especies de marsupiales americanos en vida libre.
Literales distintas representan diferencia significativa (p= 0.05) (Prueba de Kruskal-

Wallis).
Analito Especie
(Unidades) D. virginiana D. marsupialis P. opossum
(n=37) (n=32) (n=46)
Valores absolutos
Leucocitos* 11.64+4.91 8.05*+4.65 7.25+3.48
(x 10%/L) (4.63-32.14) (3.44-27.8) (2.81-18.47)
a b b
:';‘:‘:?:L'::os* 4.72+4.39 4.26+4.23 2.25%2.22
(x 10%/L) (1.26-27.32) (0.73-22.24) (0.47-14.04)
a a b
Neutrofilos banda 0.02+0.15 0+0.00 0+0.00
(x 10%/L) (0-0.96)
a a a
Linfocitos* 5.77 £2.92 2.96+1.73 4.19+2.381
(x 10%/L) (1.89-12.02) (1.06-7.59) (0.59-15.14)
a b b
Monocitos 0.11+0.27 0.14 +0.27 0.13+0.25
(x 10%/L) (0-1.24) (0-1.40) (0-1.40)
a a a
Eosindfilos 0.89+0.70 0.64 £0.40 0.58+0.44
(x 10%/L) (0.08-3.63) (0-1.66) (0-2.12)
a a a
Basofilos 0.09+0.13 0.03 £0.05 0.06 £0.11
(x 10%/L) (0.0-0.44) (0-0.19) (0-0.57)
a a a
Valores relativos
Neutrofilos
segmentados 38.65+17.45 47.56 +22.15 31.74 £ 19.00
(%) (14-85) (14-85) (6-82)
Neutrofilos banda 0.08 £ 0.49 0+0.00 0+0.00
(%) (0-3)



Linfocitos

(%)
Monocitos
(%)
Eosindfilos
(%)
Basodfilos
(%)

51.3+18.7

(6-78)
1.05+2.42
(0-13)
8.03+5.44
(1-29)
0.89+1.26
(0-6)

40.72 +19.41

(9-80)
1.75+2.42
(0-12)
9.41+6.54
(0-25)
0.56 £1.10
(0-5)

56.57 +18.23

(15-91)
1.651£2.92
(0-15)
8.57+6.48
(0-31)
0.98 £ 1.58
(0-7)

Intervalo de los valores méximos y minimos para cada analito estan dados entre paréntesis
n = nimero de individuos.
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Figura 2. Comparacion de tres analitos eritrociticos: hematocrito (L/L), hemoglobina (g/L)
y plaguetas (x 10°%/L) entre tres especies de marsupiales americanos en vida libre.
Literales distintas representan diferencias significativas (p=0.05) (Prueba de Kruskal-
Wallis). A) Hematocrito, B) Hemoglobina y C) Plaquetas.
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Figura 3. Comparacion de dos analitos eritrociticos: eritrocitos anucleados (x 10%%/L) vy
eritrocitos nucleados (/100 leucocitos) en tres especies de marsupiales americanos en
vida libre. Literales distintas representan diferencias significativas (p=0.05) (Prueba de
Kruskal-Wallis). A) eritrocitos anucleados y B) eritrocitos nucleados.
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Figura 4. Comparacién de tres analitos leucocitarios: leucocitos totales (x 109/L),
neutréfilos segmentados (x 10%L) y linfocitos (x 10%L), en tres especies de marsupiales
americanos en vida libre. Literales distintas representan diferencias significativas (p=0.05)
(Prueba de Kruskal-Wallis). A) leucocitos totales, B) neutréfilos segmentados y C)
linfocitos

5.2 Respuesta crbnica al estreés.

En el analisis de la respuesta cronica al estrés fue de interés encontrar una respuesta
fisiol6gica de tipo adaptativo por medio de la evaluaciéon de la posible influencia que la
especie, el sitio, la temporalidad, el sexo y el estado reproductivo pudieran tener sobre las
tres especies de didélfidos, utilizando como indicadores los indices N/L y N/E en cada
caso.

5.2.1 Relacién N/L (neutréfilo/linfocito)

El analisis de la relacion N/L en cada especie mostrd que este indice es significativamente
mayor en D. marsupialis (1.02+2.46), en contraste con P. opossum (0.48%0.72). Al
comparar a las dos especies del género Didelphis, no se encontré diferencia significativa
entre ellas, presentando un patron en donde los valores son mas elevados en el género
Didelphis respecto a Philander (Figura 5).
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Al comparar la relacion N/L para cada especie entre cada sitio de estudio, la Unica especie
gue presento diferencias significativas entre sitios fue P. opossum, en donde el sitio Yumkéa
(0.58+1.47) tuvo una relacion N/L mas elevada en comparacion con la DACBIOL
(0.43+0.56) con una significancia de p=0.0371. Las variables temporalidad, sexo y estado
reproductivo no influyeron significativamente en ninguna de las tres especies sobre la
relacion N/L (Figura 5) (Anexo 2).
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Figura 5. Comparaciones significativas de la relacion N/L por especie (D. marsupialis, D.
virginiana y P.opossum) y sitio (DACBIOL y YUMKA) de la especie P. opossum. Gréfica
A muestra la comparacion por especie entre D. virginiana (n= 35) D. marsupialis (n=32) y
P. opossum (n=46) con una p=0.0006. Grafica B muestra la comparacion por sitio entre
YUMKA (n=17) y DACBIOL (n=27) con una p<0.0382 en la especie P. opossum.

5.2.2 Relacion N/E (neutréfilo/eosinéfilo)

La comparacion por especies de la relacion N/E solamente presentd un resultado
estadisticamente significativo en la especie D. virginiana sobre la temporalidad
(p=0.0036), variable que fue la Unica que influyé significativamente sobre esta relacion,
mostrando resultados muy incrementados en el periodo humedo (41.5£26) en
comparacion con el periodo de secas (4.45+3.18) (p=0.0027) y canicula (5.39£7.06) que
pertenece al primero (p=0.0437). Las demas variables como especie, sitio, edad,
temporalidad, sexo y estado reproductivo no mostraron diferencias significativas sobre la
variable N/E (Figura 6) (Anexo 3).
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Figura 6. Comparaciones significativas de la relacion N/E en la especie D. virginiana por
temporalidad (himedo y secas). Periodo humedo (n=4) y secas (n=22) con una p=0.0027
y humedo (n=4) respecto a canicula (n=10) con una p=0.0437.

5.3 Respuesta aguda al estrés.

Para evaluar la respuesta fisiologica al estrés generado por el proceso de captura y
contencion mediado por la liberacion de catecolaminas, fueron considerados como
analitos indicadores la relaciéon N/L, hematocrito y eritrocitos nucleados en cada especie
con la finalidad de poder contrastar los valores de las tres tomas de muestras colectadas
durante el procedimiento (A, B y C), evaluando una respuesta fisioldgica de caracter
homeostatico.

5.3.1 Relacién N/L (neutréfilo/linfocito)

Las tres especies evaluadas respondieron con cambios en la relaciéon N/L durante el
proceso de captura y contencion. Se encontrd que la relacion N/L fue significativamente
menor al inicio de la contencién. Durante el proceso, las tomas de sangre subsecuentes
presentaron indices mayores (p=0.0001) (Figura 7, gréfica A).

En el intervalo A-B, la relacion N/L incrementd en las tres especies de didélfidos, siendo
mas notorio el cambio en la especie P. opossum (p=0.002). Solamente D. marsupialis tuvo
ademas un incremento en el intervalo A-C (p=0.001), teniendo como especie resultados
significativos en dos intervalos (A-B y A-C). Sin embargo, con la especie P. opossum
(p=0.002) hubo significancia en los tres intervalos de tiempo, A-B, B-C y A-C. La especie
D. virginiana fue la que presento menos variacion en intervalos de tiempo ante este tipo
de respuesta aguda y P. opossum la que mas (Figura 7 gréafica C) (Anexo 4).
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Figura 7. Comparaciones significativas de la relacion N/L entre los tiempos A, B 'y C por
especie. Diferencias significativas en A) D. marsupialis (n=27) (p=0.0001), B) D. virginiana
(n=33) (p=0.035) y C) P. opossum (n=32) (p=0.002)
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5.3.2 Hematocrito (L/L)

Las tres especies de didélfidos en la variable hematocrito (L/L) presentaron diferencia
significativa entre los intervalos de tiempo A-B y A-C en donde se observé como la variable
disminuyd. En ninguna de las tres especies el intervalo de tiempo B-C fue significativo, sin
embargo, al igual que con la relacién N/L, los cambios fueron significativamente mas
contundentes en la especie P. opossum tanto en el intervalo A-B como A-C (Figura 8)
(Anexo 4).
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Figura 8. Comparaciones significativas en la variable hematocrito (L/L) entre los tiempos
A, By C por especie. Diferencias significativas en A) D. marsupialis (n=28) (p=0.00005),
B) D. virginiana (n=36) (p=0.000018) y C) P. opossum (n=32) (p=5.41"1%).

5.3.3 Eritrocitos nucleados

Los eritrocitos nucleados variaron significativamente en los intervalos de tiempo de
muestra (A-B, B-C y A-C) de D. marsupialis (p=0.013) y P. opossum (p=0.047). La especie
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D. marsupialis presentd una disminucion entre los intervalos A-B y A-C. Sin embargo, con
la especie P. opossum hubo un efecto contrario en donde incremento el valor de eritrocitos
nucleados en el intervalo A-B, disminuyendo en el B-C y mostrando patrones fisiologicos
distintos entre las dos especies. La especie D. virginiana no presentd diferencias
significativas entre ninguno de los intervalos en este analito (Figura 9) (Anexo 4).
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Figura 9. Comparaciones significativas en la variable eritrocitos nucleados (/100
leucocitos) entre los tiempos A, B y C por especie. Diferencias significativas A) D.
marsupialis (n=28) (p=0.013) y B) P. opossum (n=32) (p=0.047).
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6. Discusion

El uso de pardmetros hematoldgicos y especialmente la interpretacién de los perfiles
leucocitarios ha generado mayor interés entre la comunidad cientifica durante los Gltimos
afios (Maceda-Veiga et al., 2015). Este nuevo enfoque puede deberse a que han sido
considerados como un método alternativo o complementario para la medicion de las
respuestas fisioldgicas ante factores estresantes, particularmente en estudios
ecofisiolégicos orientados a la conservacion de especies silvestres (Davis, Maney, et al.,
2008). Nuestra investigacion documenta el uso y la comparacién de estos parametros en
tres especies de marsupiales americanos para los cuales hay escasa informacion.
Particularmente, evaluamos el empleo de analitos como los indices N/L y N/E; hematocrito
y la concentracién de eritrocitos nucleados que puedan reflejar cambios en contextos de
estrés cronico y agudo en poblaciones silvestres en ambientes contrastantes.

6.1 Descripcion y comparacion de valores hematoldgicos entre especies

De las tres especies estudiadas en este trabajo, D. virginiana es la que cuenta con un
mayor numero de estudios. Los valores reportados en esta investigacion para la especie
Didelphis virginiana, son similares a los encontrados en otras poblaciones silvestres tanto
en investigaciones de Estados Unidos de América como de México. Sin embargo,
especificamente para los analitos del leucograma, en la mayoria de los estudios
disponibles se reportan Unicamente los valores relativos y no los absolutos, limitando su
comparacion. Ademas, en aquellos trabajos en donde fueron considerados los valores
absolutos, no fueron evaluados el numero de eritrocitos nucleados, por lo tanto, los
analitos leucocitarios no recibieron la correccion para una interpretacion mas precisa. Al
comparar los valores hematolégicos reportados para poblaciones silvestres en vida libre y
cautivas, se observan diferencias en estas condiciones; especialmente en la linea
eritrocitica en donde se sefalan valores mas incrementados en individuos confinados
(VGM, hematocrito, CGMH, hemoglobina). Esta diferencia es compatible con lo
encontrado en nuestra investigacion en donde los individuos fueron capturados en vida
libre, mostrando valores hematol6gicos mas bajos que aquellos individuos en cautiverio
(Giacometti et al., 1972; Lewis, 1975; Youatt et al., 1961; Zepeda-Espinosa et al., 2019).

Para Philander opossum, la informacién publicada hasta ahora sobre parametros
hematicos es particularmente escasa. En la comparacion realizada en esta investigacion,
P. opossum presentd tres analitos de la linea eritrocitica incrementados respecto a D.
virginiana y D. masupialis, tales como: hematocrito, hemoglobina y plaguetas. Hershkovitz
y colaboradores hicieron un estudio en Panama reportando variaciones en las
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concentraciones de hematocrito y hemoglobina al comparar distintas poblaciones de la
misma especie que se encontraban en diferentes altitudes (Hershkovitz, 1997). Esta
relacion es similar con lo reportado para otras especies de mamiferos, en donde se ha
identificado que las concentraciones de hematocrito y hemoglobina estan estrechamente
relacionadas una con la otra, y que, ademas, pueden verse influenciados por factores
ambientales como la altitud (Promislow, 1991). Por otro lado, P. opossum, ha sido
descrita como una especie de dieta carnivora, omnivora y frugivora-insectivora. De las
tres especies evaluadas en esta investigacion, es la que presenta habitos mas carnivoros
(Castro-Arellano et al., 2005) (Hershkovitz, 1997)por lo tanto, este factor podria influir en
el incremento de estos analitos eritrociticos.

Por otra parte, P. opossum en esta investigacion presenta la cantidad de plaquetas mas
elevadas respecto a las otras dos especies. En mamiferos se ha atribuido una relacion
negativa entre la concentracion plaquetaria y el tamafio del individuo. Es decir, los
individuos mas pequefios suelen presentar este analito mas elevado, hipotetizando que
se encuentran con un mayor riesgo de exposicion a heridas ocasionadas por
depredadores, siendo mas susceptibles a padecer lesiones y requiriendo de procesos
homeostéaticos mas eficientes; presentando como consecuencia el incremento de este
analito (Semple et al., 2002). Las especies D. marsupialis y D. virginiana tuvieron tallas
similares y son mas grandes que P. opossum que ademas presenta un comportamiento
mas agresivo y territorial (Hershkovitz, 1997; Semple et al., 2002). Sin embargo, no se
descarta la posibilidad de que la captura, contencién y toma de muestra puedan ser
también factores que influyan en la concentraciébn de plaquetas u otros analitos
eritrociticos como consecuencia de eritrocitosis transitorias generadas por contracciones
esplénicas (Clark P, 2004; Nufiez-Ochoa et al., 2007).

Al comparar las concentraciones de eritrocitos entre las tres especies de esta
investigacion, se encontr6é que D. marsupialis tuvo una concentracion significativamente
menor en comparacion con D. virginiana y, aunque el resultado no fue significativo,
también fue menor respecto a P. opossum. Esta diferencia podria atribuirse a que D.
marsupialis tiene una conductancia térmica mas elevada (McNab, 1978), por
consecuencia esto podria estar asociado a un proceso de lisis de eritrocitos mas
acelerado, generando valores menores (Woods & Hellgren, 2003). En contraste, D.
marsupialis tuvo mayor concentracion de eritrocitos nucleados en comparaciéon con D.
virginiana. Valores extremos de eritrocitos nucleados en mamiferos domésticos
usualmente estan asociados a desbalances en la hematopoyesis, indicando patologias
como anemia e inflamacién aguda (Nufiez-Ochoa et al., 2007). Sin embargo, la presencia
de estas células se reporta como una caracteristica comun tanto en marsupiales
australianos y americanos, sin estar asociado a alguna patologia, principalmente en la
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Familia Macropodidae (Canfield et al., 1989; Melrose et al., 1987; Spencer & Speare,
1992; Young & Deane, 2005). D. marsupialis podria tener este analito incrementado
debido a que evolutivamente es la mas antigua de las tres especies estudiadas en este
trabajo(Cruz-Salazar et al., 2014). Los mamiferos en la historia natural son mas jovenes
que las aves o reptiles y anteriormente también contaban con eritrocitos nucleados, sin
embargo, la evolucion generd que eritrocitos no nucleados se desarrollaran para
incrementar la concentraciéon de hemoglobina y por ende mejorar el transporte de oxigeno
(Zhang et al., 2011).

Para los analitos como volumen globular medio (VGM) que mide el tamafio del eritrocito,
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CGMH) vy hemoglobina
promedio/eritrocito la especie D. virginiana presentd valores significativamente menores
respecto a D. marsupialis y P. opossum. Este hallazgo llama la atencién debido a que de
las tres especies estudiadas es la especie mas generalista, por lo tanto, tiene un mayor
potencial para ajustarse a cambios de dieta y distintas condiciones ambientales, incluidas
las urbanas (McManus, 1974). Sin embargo, la posibilidad de presentar desbalances
nutricionales causados por los distintos tipos de la calidad y disponibilidad de alimento es
mas alta y puede verse reflejada en la disminucion de ciertos analitos eritrociticos
(indicadores de bienestar fisiolégico) en muchas especies (Johnstone et al., 2015). En el
marsupial Antechinus agilis, se reporté que valores disminuidos de analitos como CGMH
y VGM estaban relacionados con ambientes perturbados y fragmentados (Johnstone
et al., 2012). Esta especie solo es simpatrica junto con D. marsupialis y otras especies de
marsupiales al Este de México y Centroamérica, y se ha observado variacién en otros
parametros fisiologicos (temperatura, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria etc)
pudiendo generar valores bajos de algunos de los analitos del eritrograma, mismos que
también se adaptan a la capacidad aerdbica y metabdlica de un individuo (Johnstone et al.,
2015). Ademas, D. virginiana en comparacion con las otras dos especies tiene un origen
evolutivo mas reciente, considerando a P. opossum y D. marsupialis como plesiomorficas
0 especies mas ancestrales (Medina-Romero et al., 2012).

El segundo conjunto de células que tienen especial interés en el andlisis de la sangre se
agrupa en el leucograma. El analito conocido como leucocitos, integra la suma total de
todas las células leucocitarias. Esta variable se vio incrementada en la especie D.
virginiana y los neutrofilos segmentados disminuidos en P. opossum. Los linfocitos
estuvieron mas elevados en D. virginiana en comparacion con D. marsupialis y P.
opossum. Sin embargo, es complicado tratar de interpretar estos resultados porque se
desconoce la historia de vida de los individuos, ademas, los valores de referencia solo
existen para D. virginiana y no para las otras dos especies, sin embargo, existen valores
promedio y se pueden identificar los individuos que se desvian significativamente.
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Los neutrofilos, linfocitos y eosinéfilos son los principales leucocitos involucrados en los
mecanismos asociados ante situaciones estresantes que modifican las concentraciones
de estas células, ya sea enfrentando un tipo particular de patdégeno o algun factor
fisioldgico que cambie sus concentraciones, tales como aquellos relacionados con el
ambiente o condiciones individuales como especie, edad, sexo, estado reproductivo y tipo
de respuesta ante el estrés de tipo agudo o crénico (Sapolsky et al., 2000). Tema mas
explicado adelante en este trabajo.

Finalmente, es importante mencionar que las diferencias interespecificas en los analitos
del eritrograma y leucograma de las tres especies de marsupiales americanos mostradas,
pueden estar relacionadas con factores como el tamafio de los individuos y su
metabolismo especifico de especie (Promislow, 1991). También algunos valores
hematoldgicos pueden variar debido a factores biol6gicos y ambientales como la pérdida
de héabitat, urbanizacién y cambios en las interacciones ecoldgicas (Johnstone et al., 2012;
McKinney, 2002; Todgham & Stillman, 2013).

6.2 Respuesta crdnica al estrés.

La cuantificacion y comparacién de las relaciones neutrofilo/linfocito y neutréfilo/eosindfilo,
ha demostrado en algunos estudios que pueden generar patrones Utiles para indicar el
estado general de salud como consecuencia de las adversidades a las que se enfrentan
las poblaciones a largo plazo o de forma crénica (D’Amico et al., 2017; Davis et al., 2008;
Davis & Maney, 2018). Estudios de tipo biomédico asi como ecoldgicos de mdultiples
grupos taxonémicos han mostrado que ante situaciones de estrés prolongado la
proporcién de neutréfilos incrementa en circulacion mientras que la de los linfocitos y
eosinofilos disminuye, expresandose en un incremento del indice N/L (linfopenia) y N/E
(eosinopenia) (Davis & Maney, 2018).

6.2.1 Relacién N/L

En este trabajo la especie D. marsupialis (1.02+2.46) mostré el indice N/L con valor
significativo (p=0.0006) mas elevado en comparacion con P. opossum (0.48+0.72) y D.
virginiana (0.68+0.92). Las dos especies del género Didelphis son las mas expuestas a
eventos adversos, atribuidos por las condiciones de vida que tienen estos individuos en la
interfase doméstico-silvestre y junto con otros estudios este indice se ha encontrado mas
elevado, sin embargo, D. marsupialis es considerada una especie menos generalista
(menos tolerante a adversidades); respecto a D. virginiana que es una especie capaz de
sobrevivir en ambientes mas perturbados. Es interesante destacar que, de acuerdo con
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los resultados de esta investigacion, P. opossum presentd el menor indice N/L entre estas
tres especies, ya que fue la mas reactiva ante la captura y la que requiere de un ambiente
menos perturbado para sobrevivir (tropical, con cuerpos de agua) (Carbillet et al., 2019).
Sin embargo, en ambos sitios de captura de P. opossum existe un estrecho contacto con
asentamientos urbanos, pero con un menor impacto antropogénico que aquellos sitios
donde fueron capturadas las otras dos especies del género Didelphis. Ademas, la especie
P. opossum fue la Unica de las tres que presento diferencias significativas entre sitios.

En la especie P. opossum el sitio YUMKA (0.58+1.47) que es considerada una reserva
ecologica y zooldgico, presento el indice N/L mas incrementado a pesar, de ser un lugar
mas conservado en comparaciéon con la DACBIOL (0.43+0.56), la cual es una universidad
con constante flujo de actividad antropogénica. Carbillet y colaboradores (2019), en una
poblacion de venados provenientes de un sitio con la calidad de habitat mas pobre tuvieron
un indice N/L bajo en comparacion con el habitat de mejor calidad. Escribano-Avila y
colaboradores (2013), plantearon la hip6tesis sobre que los animales que viven en habitats
deficientes priorizan la correcta funcion del sistema inmune, prescindiendo de recursos
para procesos fisioldgicos menos importantes en ese momento como la reproduccion.
Esta hipdtesis implica que el nivel de estrés debe atenuarse en los habitats pobres para
evitar deteriorar la funcion inmunoldgica (Carbillet et al., 2019; Davis, Maney, et al., 2008;
Escribano-Avila et al., 2013).

Es importante mencionar que en el caso de algunos metaterios como los petauros del
azucar (Petaurus-breviceps), zariglieyas y koalas (Phascolarctos-cinereus) se ha descrito
un patron en donde los linfocitos son méas abundantes que los neutrdéfilos; con base a esta
caracteristica han sido denominadas especies linfociticas (Clark, 2004). Este atributo
también ha sido documentado en algunos euterios (Heatley & Russell, 2020). Por lo
tanto, quizas un incremento de la relacién N/L podria indicar de manera mas sobresaliente
(debido a que son especies linfociticas) que el individuo esta pasando por situaciones
adversas como deficiencias nutricionales, procesos fisioldgicos reproductivos (lactancia,
gestacion etc) o algunos otros factores que reflejen el estrés crénico que puede estar
experimentando el animal. Sin embargo, las especies evaluadas tampoco reflejaron
cambios bajo proceso reproductivos.

En la literatura se plantea que, las diferencias entre individuos y especies ante la respuesta
al estrés tanto conductual como fisiolégica sean categorizadas. Es decir, que puedan ser
caracterizadas con base a la manera en que reaccionan ante el afrontamiento contintio de
situaciones adversas, catalogandolos en individuos reactivos y proactivos. Los individuos
reactivos son tipicamente timidos, no agresivos, exploradores minuciosos Yy
particularmente atentos a las modificaciones de su entorno, por lo tanto, exhiben una
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pronunciada respuesta hormonal inducida por el estrés (alta reactividad HPA) coincidiendo
con el comportamiento las dos especies del género Didelphis. Por el contrario, los
individuos proactivos son audaces, agresivos y exploran activamente su entorno,
siguiendo rutinas y mostrando una respuesta hormonal débil (baja reactividad del eje HPA)
como P. opossum (Koolhaas et al. 1999; Réale et al. 2007).

El incremento del indice N/L pudiera sugerir que las especies del género Didelphis estan
probablemente enfrentando més situaciones estresantes intermitentes en su habitat y vida
en general que la del género Philander. O que meramente existen diferencias intrinsecas
adquiridas entre especies y género. Es importante tomar en cuenta como en el género
Didelphis solo existio diferencia significativa en la comparacion entre especies, sin haber
por temporalidad, sitio, sexo y estado reproductivo. Debido a esto y a que en otras
especies de mamiferos si han existido diferencias respecto a este indice en comparacion
con aquellos factores, se sugiere la recoleccion de mas datos para poder comparar con
este estudio. También, es importante resaltar que este trabajo documenta por vez primera
en nuestro conocimiento el uso de este indice para las tres especies de didélfidos.

6.2.2 Relacion N/E

En el caso del indice N/E (neutréfilo/ eosindfilo) solamente la especie D. virginiana
presentd un resultado significativo respecto a la temporalidad, mostrandose incrementado
en el periodo humedo (41.5£26) en comparacion con los periodos de secas (4.45+3.18) y
canicula (5.39£7.06). Los eosinéfilos son leucocitos que generalmente se encuentran mas
abundantes en submucosas y areas mucocutaneas como piel, tracto respiratorio,
gastrointestinal y genitourinario (Anne, 2020). Son importantes porgue controlan cargas
parasitarias y regulan reacciones alérgicas y de respuesta inflamatoria aguda (Davis et al.,
2008). En nuestro caso con la especie D. virginiana esto puede deberse a que los
individuos se encuentran mas expuestos en el periodo humedo a padecer infecciones
debido a la disminucién de la precipitacion pluvial en comparacion con el incremento de
lluvias en el periodo canicular donde los animales pudieran estar experimentando menos
estrés debido al incremento de la disponibilidad de agua y de recursos alimenticios (Gill
et al., 2003). Sin embargo, llama la atencién que el periodo humedo tenga un indice N/E
incrementado en comparacién con el periodo de secas. Esto podria deberse a que el
periodo humedo es el que dura mas (mayo-febrero), aumentando la posibilidad de que los
individuos hubieran estado expuestos a una adaptacion fisiolégica ante organismos
sistémica que estuviera influyendo en su incremento.
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6.3 Respuesta aguda al estrés

El uso de parametros heméaticos como indicadores para evaluar la respuesta aguda al
estrés ha sido menos estudiado que lo reportado para la respuesta cronica. Sin embargo,
es también de importancia debido a que se ha descubierto que por especie existen
variaciones en cuanto al estimulo estresante agudo sobre los leucocitos. El indice N/L ha
demostrado variar en algunas especies de mamiferos (M. septentrionalis, Danio rerio,
Alligato rmississipiensis, Salvelinus fontinalis,) en cuestion de minutos y/o horas,
mostrando distintos patrones (Biron & Benfey, 1994; Grzelak et al., 2017; Lance, 1991;
Smith 1V, 2011). Sin embargo, un analito ain mas utilizado ha sido el hematocrito, el cual
ha demostrado una sensibilidad mas marcada ante estimulos agudos (Biron et al., 1994).
El estudio de los eritrocitos nucleados fue considerado para esta seccién debido a que son
analitos que como se menciona desde el principio en este trabajo parecen estar de manera
natural en el sistema hematol6gico de los marsupiales y fue de interés observarlos ante
estimulos agudos (Clark, 2004). Finalmente es importante mencionar que estos son los
primeros reportes del uso de estos analitos para el analisis de la respuesta aguda al estrés
en estos marsupiales.

6.3.1 Relacién N/L

En nuestro trabajo las tres especies mostraron un incremento de la relaciéon N/L en el
intervalo A-B, en la especie D. marsupialis también en el intervalo A-C, pero P. opossum
fue quien mostro un incremento en los tres intervalos de toma de muestra. Este patron
sugiere que P. opossum es la especie mas reactiva a los factores estresantes de caracter
agudo y que D. virginiana la mas resiliente, ya que solo mostrd un incremento significativo
en el intervalo A-B. Sin embargo, dejando de un lado los valores significativos en las dos
especies del género Didelphis se observa como la relacion N/L tiende a elevar en el
intervalo A-B, y después disminuir en el B-C siendo mas marcado este patrén en D.
marsupialis, a diferencia de la especie del género Philander que solo incrementa,
mostrando una estabilizacién del indice menos marcada que las otras dos especies. Por
lo general, la bibliografia reporta que el incremento de este indice puede tomar de horas
a dias (Davis & Maney, 2018), dependiendo la especie y en este caso estamos
encontrando una diferencia entre género (Didelphis y Philander) que pudiera estar
relacionada meramente con la biologia y fisiologia por especie o a algun otro factor.

En el bévido Rupicapra pirenaica el incremento de este indice tardé una hora después de
la exposicion a un factor estresante, dos horas en el corzo Capreolus capreolus, 4 horas
en el caballo Equus ferus caballus y 6 dias en la rana americana Rana catesbeiana
(Carbillet et al., 2019). Ademas, en animales bajo confinamiento como pollos la exposicién
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a un factor estresante de corta duracion permanecio6 intacta hasta las 18 horas (Davis &
Maney, 2018). En el caso del ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus) en donde se tomaron
muestras a los 16 minutos post-captura y después a las 12 horas se observo un
incremento del indice N/L hasta la ultima toma (Whittington & Grant, 1983). Cabe aclarar
gue los ornitorrincos son prototerios y junto con los metaterios como los tlacuaches, son
de los grupos taxonémicos mas antiguos evolutivamente hablando.

De acuerdo con Carbillet y colaboradores (2019), quienes trabajaron con la especie de
venado Capreolus capreolus, encontraron un incremento lineal de este indice, sugiriendo
gue el indice N/L no solo proporciona informacion de la respuesta crénica al estrés sino
también de la aguda (captura, contencién). Ademas, plantearon que este indice es mas
probable que se vea incrementado cuando las muestras son tomadas en intervalos de
tiempo cortos, como en nuestro trabajo, a diferencia de intervalos mas largos donde en
teoria este indice se mantiene estable.

Estudios previos han sugerido que los niveles de glucocorticoides inducidos por estrés
estan relacionados negativamente con el gradiente reactivo-proactivo sobre el indice N/L.
(Cockrem, 2007; Montiglio et al., 2015). Es decir, que los individuos que exhiben una
respuesta conductual menos pronunciada a la captura (menor agresividad) tienen un
mayor valor del indice N/L basal que aquellos que muestran una respuesta conductual
mas pronunciada (mas agresividad). Davis y colaboradores (2018), mencionaron que al
volverse usual la respuesta de tipo glucocorticoide en animales estresados o0 expuestos a
un estrés ambiental crénico, pueden continuamente pero no siempre, presentar una
respuesta atenuada ante el estrés agudo. Estos planteamientos coinciden con nuestros
resultados en donde la especie D. marsupialis ante la evaluacién de la respuesta cronica
tuvo el indice N/L mas elevado, a diferencia de P. opossum que fue la que lo tuvo mas
bajo, sin embargo, ante la respuesta aguda este resultado se vio invertido siendo esta
Gltima especie la mas sensible.

6.3.2 Hematocrito

Los resultados de esta investigacion demuestran que las tres especies evaluadas
presentan cambios en las concentraciones del hematocrito como respuesta a la captura 'y
contencién de los ejemplares. El patron encontrado presenta como las concentraciones
de este analito se encontraban elevadas en la toma inicial (A-B) y disminuian en las tomas
seguidas (B-C, A-C) para las tres especies (Hargreaves & Hutson, 1990). Sin embargo, a
pesar de que los valores fueron disminuyendo conforme paso el tiempo entre cada toma
de muestra, no todas las especies presentaron el mismo patrén y en concreto hubo una
diferencia notoria entre el género Philander respecto a Didelphis.
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Se observd como los valores de los intervalos A-B y A-C disminuyeron en las tres
especies, pero de forma mas notoria en la especie P. opossum. El hematocrito ha sido
utilizado como parametro de estrés agudo ya que se ve influido por la liberacion de
catecolaminas y la activacion del eje HHA respectivamente. Por ejemplo, en un estudio
realizado en ovejas donde se les sometid a cuatro procesos de manejo estresantes (corte
de ufas, contencion fisica, mojado, sumersion y estiramiento) se observaron diferentes
respuestas ante estos procedimientos entre este analito, demostrando su sensibilidad ante
estimulos agudos (Hargreaves & Hutson, 1990).

Se ha hipotetizado que podria ser utilizado como indicador de declives poblacionales en
fauna silvestre, mostrando informacién sobre aspectos fisioldgicos, principalmente de la
funcion aerobica, por lo que es denominado el marcador mas confiable para medir la
capacidad de transporte de oxigeno (Maceda-Veiga etal., 2015). Aunque, su
interpretacion en poblaciones libres de fauna silvestre es un reto y es importante tomar en
cuenta que las medidas eritrociticas pueden verse facilmente incrementadas o
disminuidas, debido a factores estresantes, enfermedades y/o circunstancias fisiologicas
y/o ambientales normales, encontrandose incrementado por razones como deshidratacion
y bajo en caso de infecciones bacterianas y/o parasitarias, (Johnstone et al., 2015). Las
métricas eritrociticas como el hematocrito pueden proporcionar miradas en patrones de la
fisiologia que de otra manera no serian faciles de examinar, particularmente hablando de
animales en vida libre. Otra ventaja de la obtencién de analitos como el hematocrito es
que la morfologia de las células en teoria no debe cambiar rapidamente permitiendo
observar un panorama mas amplio (Johnstone et al., 2015).

Los valores eritrociticos, por ende, parecen responder potencialmente a estimulos agudos
a partir de la captura y/o manejo, incrementando el gasto cardiaco y la presién sanguinea
generando esplenocontraccién e incremento. En este estudio la especie P. opossum
muestra mayor sensibilidad en el hematocrito en comparacion con las especies del género
Didelphis y si recapitulamos y relacionamos que este analito mide la funcién aerdbica
entonces podriamos hipotetizar que P. opossum es mas sensible a estimulos agudos
debido a los ambientes donde se desarrolla y quizas a que los sitios tanto YUMKA como
DACBIOL en donde fue capturada la especie cumplen aun con ciertos niveles de
conservacion que permiten la vida y adaptabilidad de esta especie y por ende que cuando
esta sea capturada o sometida a estrés reaccione. Este resultado, aporta informacion
sobre la fisiologia hematoldgica de especies importantes en los ecosistemas actuales,
pudiendo ser de utilidad como indicadores biol6gicos (Beldomenico et al., 2008a;
Johnstone et al., 2015).
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Por ultimo, aunque en este trabajo solo se discutié sobre el analito hematocrito, se sugiere
en un futuro considerar la posibilidad de analizar indices mas compuestos. Tal es el caso
del indice hemoglobina-hematocrito residual (HHR) el cual se propuso en el 2011 como
un indicador de facil obtencidn de estrés e incluso proporcionando informacion mas clara
que la que aporta el andlisis de variables independientes (Johnstone et al., 2010, 2012,
2015).

6.3.3 Eritrocitos nucleados

Para este analito la investigacion en estudios que evallen su fisiologia del estrés es de
mayor importancia debido a que no existen valores de referencia. Es importante mencionar
gue para las especies como marsupiales americanos su presencia debe ser considerada
normal debido a que se han encontrado sin padecimientos patolégicos en las especies
ualabi rupestre de cuello rojo (Petrogale brachyotis), canguro arboricola de Huong
(Dendrolagus matschiei), koalas (Phascolarctos cinereus), entre otros marsupiales (Clark,
2004; Spencer & Speare, 1992). En otras especies de mamiferos los eritrocitos nucleados
son liberados de forma prematura de la médula 6sea debido a un proceso de anemia
regenerativa, hipoxia, envenenamiento o mielodisplasia (Heatley & Russell, 2020). Su
presencia también se encuentra elevada en animales en etapas fetales o neonatales
(Clark, 2004; Whittington & Grant, 1983).

En este estudio en el andlisis de los eritrocitos nucleados encontramos diferencias
significativas entre D. marsupialis donde este analito disminuy6 entre intervalos (A-B, A-
C) y P. opossum donde hubo un incremento (A-B) y disminucion (A-C) sin embargo, no se
encontrd un patrén especifico. La razon por las diferencias entre género y especies puede
deberse meramente a diferencias bioldgicas y fisioldgicas, pero si es importante tomar en
cuenta el hecho de que la especie D. virginiana no presentd variaciones significativas,
pudiendo deberse a su capacidad de adaptacion como especie generalista (McRuer &
Jones, 2009).

7. Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que existen diferencias
significativas en los analitos sanguineos de especies de didélfidos simpatricos de
Tabasco. Algunos componentes sanguineos, especialmente de la linea eritrocitica,
difieren incluso entre especies taxondémicamente cercanas como es el caso de las dos
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especies del género Didelphis y existiendo también diferencias marcadas respecto a
Philander.

De acuerdo con nuestra revision, son escasos los estudios que documenten las
cantidades y variaciones de los analitos sanguineos de las especies y poblaciones de
marsupiales nativos de México. Particularmente para Didelphis marsupialis y Philander
opossum, de quienes se carece de informacién que pueda ser utilizada para contrastar y
considerar en la toma de decisiones a partir de estos indicadores. Se recomienda
ampliamente continuar generando informacion a partir de distintas poblaciones de las
diferentes especies para aumentar el tamafio de muestra y, a la larga, contar con
pardmetros de referencia para obtener los hemogramas completos de estas especies.

En este estudio se confirmd la presencia de eritrocitos nucleados en sangre periférica de
ejemplares aparentemente sanos. La presencia y proporcion de estas células en la sangre
debe ser siempre considerada para una interpretacion mas precisa de los conteos
leucocitarios y su posterior interpretacion y uso.

En este estudio fue posible caracterizar por vez primera la estimacién de indices
leucocitarios para evaluar la respuesta fisioldgica al estrés crénico en estas especies. El
indice N/L y N/E presentaron patrones interesantes en las tres especies de marsupiales,
confirmando su variacion bajo sitios (indice N/L) y temporalidades (indice N/E) distintas.
Este estudio fue consistente con otros en donde se confirma que los indices incrementan
al encontrarse en condiciones tanto de estrés crénico como agudo, generando en concreto
linfopenia y eosinopenia. De nuevo, es importante recabar datos que se basen en este
tipo de indices para poder demostrar cuales son mas sensibles y Utiles dependiendo la
especie. Por ejemplo, la especie P. opossum fue la Unica que presento diferencia entre
sitios, mostrandonos la sensibilidad como especie ante estas evaluaciones y D. virginiana
mostro sensibilidad ante el indice N/E pero no ante el indice N/L. Para fortalecer este
enfoque consideramos se deben determinar por medio de mas analisis cuales son los
indices mas precisos por especie y con base en esto estandarizar la informacion para
poder utilizar esta informacion fisiol6gica con fines de indicacion biolégica.

Fue de interés estudiar la respuesta aguda al estrés debido a que esto podia demostrar
cudl de las especies era mas resiliente ante fendmenos como la captura/contencion de los
individuos. Ademas de que la bibliografia mencionaba que indices leucocitarios como N/L
no tienden a cambiar con facilidad ante respuestas agudas, sin embargo, existieron
diferencias significativas en las tres especies estudiadas de este trabajo.
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La investigacion a través de décadas parece indicar que la cuantificacion de parametros
hematoldgicos, tanto eritrociticos como leucocitarios es importante, debido a que podemos
observar patrones que nos indiquen el bienestar de las especies estudiadas y su relacion
con sus ambientes, entre otros factores. La evaluaciéon de la respuesta aguda y crénica
proporciona informacion para poder estandarizar el comportamiento de las variables mas
sensibles y/o estables a diversos estresores.

Este es el primer estudio en México que analiza la relacion de variables como N/L, N/E,
hematocrito y eritrocitos nucleados en tres especies y dos géneros de marsupiales
americanos (Didelphis y Philander). Considerando todos los patrones discutidos en este
trabajo. Concluimos que el analisis sobre todo de variables leucocitarias puede proveer
informacion para en un futuro estandarizar métodos de investigacion ecolégica en
vertebrados y su respuesta al estrés para el bienestar de los sujetos de estudio y sus
poblaciones.
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9. Anexos

Anexo 1. Andlisis estadistico de la comparacién entre las tres especies de
marsupiales americanos de todos los analitos del hemograma (8 variables) y
leucograma (7 variables). Con asterisco (*) aquellas variables que fueron
significativas (p=0.5). PO=Philander opossum, DV= D. virginiana, DM= D.
marsupialis.

Estadistica no paramétrica. Prueba de Kruskall Wallis y de Dunn como post- hoc.

Variable Especie MedianatRI* Intervalo Q1-Q3 Valor p (prob <0.5) Comparacién Dunn (Post-Hoc)
D. marsupialis (32) 0.42+0.08 0.37-0.46 PO-DV <0.0001
Hematocrito (L/L)* D.virginiana (37)  0.41+0.09 0.35-0.44 PO-DM 0.0037
P.opossum (46)  0.48+0.09 0.41-0.5 <0.0001 DV-DM 0.8622
D. marsupialis (32) 120.5+29 105-134 PO-DV <0.0001
Hemoglobina (g/L)* D.virginiana (37) 118+24.50 101-125.5 PO-DM 0.0273
P.opossum (46) 135+22.55 119.7-145.25 <0.0001 DV-DM 0.2552
D. marsupialis (32) 4.6x1.4 3.95-5.35 PO-DV 1.000
Eritrocitos (x 10*4/L)* D.virginiana (37)  5.16+0.87 4.67-554 PO-DM 0.054
P.opossum (46)  5.19+1.28 4.29-557 0.0251  DV-DM 0.0459
D. marsupialis (32) 89.75+3.55 84.95-93.3 PO-DV <0.0001
VGM (fL)* D.virginiana (37) 80.5£11.48 71.62-83.1 PO-DM 0.6450
P.opossum (46)  91.5+9.04 86.21-95.25 <0.0001 DV-DM <0.0001
D. marsupialis (32) 286x17.8 274.2-292 PO-DV 1.000
CGMH (g/L)* D.virginiana (37)  280+25.5 265.8-291 PO-DM 0.1055
P.opossum (46) 281+18.85 270.4-289.25 0.0321 DV-DM 0.0404
D. marsupialis (32)  26x2.45 24.4-26.85 PO-DV <0.0001
Hg prom/eritrocito (pg)* D.virginiana (37) 22.6+2.54 20.66-23.2 PO-DM 1.000
P.opossum (46)  25.8+1.71 24.84-26.55 <0.0001 DV-DM <0.0001
D. marsupialis (32) 216+224.1 97.9-322 PO-DV <0.0001
Plaquetas (x 10%/L)* D.virginiana (37)  188+264.2 66.8-331 PO-DM 0.0020
P.opossum (46) 356425845  184.8-443.25 <0.0001 DV-DM 1.000
D. marsupialis (32)  8+14.45 1.3-15.75 PO-DV 0.1592
Eritrocitos nucleados (/100leucocitos)* D. virginiana (37) 255 0-55 PO-DM 0.0645
P. opossum (46) 4+10 0-10 0.0004 DV-DM 0.0002
D. marsupialis (32) 6.29+5.89 4.07-9.96 PO-DV <0.0001
Leucocitos (x 10%/L)* D.virginiana (37)  10.24+5.59 7.63-13.22 PO-DM 1.000
P.opossum (46)  6.29+5.67 3.36-9.03 <0.0001 DV-DM 0.0006
D. marsupialis (32) 2.92+4.38 1.03-541 PO-DV <0.0001
Neutrofilos segmentados (x10%L)*  D.virginiana (36) ~ 3.69+3.21 1.82-5.03 PO-DM 0.0028
P.opossum (46)  1.61+1.89 0.80-2.69 <0.0001 DV-DM 0.5585
D. marsupialis (32) 0+0 0-0
Neutrofilos banda (x 10%/L) D. virginiana (37) 00 0-1
P. opossum (46) 0+0 0-2 0.3485
D. marsupialis (32) 2.37+2.33 1.33-3.66 PO-DV 0.0325
Linfocitos (x 109/L)* D.virginiana (37)  5.27+5.67 2.18-7.85 PO-DM 0.0559
P.opossum (46)  3.59+3.95 1.66-5.61 <0.0001 DV-DM <0.0001
D. marsupialis (32) 0.07+0.26 0-0.26
Monocitos (x 107/L) D. virginiana (37) 0+0.32 0-0.32
P.opossum (46)  0.04+0.41 0-0.41 0.1363
D. marsupialis (32) 0.64+0.83 0.08-0.91
Eosindfilos (x 10%L) D.virginiana (37)  0.72+0.91 0.23-1.14
P.opossum (46)  0.57+0.82 0.07-0.89 0.0599
D. marsupialis (32)  0+0.05 0-0.05
Basdfilos (x 10%/L) D. virginiana (37) 0+0.34 0-0.34
P. opossum (46) 0+0.21 0-0.21 0.0685
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Anexo 2. Analisis estadistico de la respuesta cronica al estrés (tiempo A) en la
relacion N/L por especie, sitio, edad, temporalidad, sexo y estado reproductivo. Con

asterisco (*) y en negritas valores significativos (p=0.5).

Estadistica no paramétrica. Prueba de Kruskall Wallis y U de Mann-Whitney. Prueba post-hoc de Dunn

Comparaciones

Variable (n}

MedianaxRl Intervalo Q1-Q3 Dunn (Post-Hoc) Valorp

D. marsupializs (32) 1.02+2 46 027-273 PO-DV 0.282
Rel MiIL*Muestra A*Especie D. virginiana (35) 0.68+0.92 022114 DW-DmM 01512

P opossuim (46) 0.48+0.72 0.13-0.85 PO-DM 0.0006*

Yalor (p=0.5) 0.001*

DACBIOL (4) 249+3 52 0.96-4. 48
Rel MIL*Muestra A*DM*Sitio LAFLORIDA (8) 0.9+1.45 0.29-1.74

YUMKA (20) 1.02+2 48 0.25-273

Yalor (p=0.5) 0.3047

DACBIOL (11) 0.86+1.2 0.30-1.5
Rel MIL*Muestra A*DV*Sitio ZOMAMILITAR (23) 0.56+0.94 0.20-1.14

Valor (p=0.5) 0.37649

DACBIOL (27) 0.43+0.56 0.12-0.68
Rel ML*Muestra A*PO*Sitio YUMKA (17) 0.58+1.47 0.17-1.64

Valor (p=0.5) 0.0371*

Humedao (15) 0.65+£2 41 0.23-2.64
Rel M/IL*Muestra A*DM*temp Secas (16) 17122 37 0.53-2.90

Valor (p=0.5) 0.1664

Canicula (10) 08+178 0.20-1.98
Rel M/L*Muestra A*DV*temp Humedao (2) 1.02+5.11 0.75-5.86

Secas (22) 0.54+0.83 0.21-1.04

Valor (p=0.5) 02024

Humeda (14) 0.45+1.31 0.13-1.44
Rel M/L*Muestra A*PO*temp Secas (31) 0.43+0.59 0.14-0.73

Yalor (p=0.5) 0.9609

Hembra (17} 17124 0.31-2.71
Fel N/L*Muestra A*DM*sexo Macho (15) 1.02+2 55 0.22-277

Valor (p=0.5) 07482

Hembra (20} 077228 0.22-250
Rel M/L*Muestra A*DV*sexo Macho (15) 0.56+0.81 0.21-1.02

Valor (p=0.5) 0.2052

Hembra (20) 0.38+0.82 0.12-0.94
Rel M/IL*Muestra A*PO*saxo Macho (26) 0.5+0.71 0.15-0.86

Valor (p=0.5) 0.6645

Con crias (5) 171+2 37 0.55-2 87
Rel M/L*Muestra A*DM*edorepro Sin crias (12) 1.32+2 23 0.28-2.51

Yalor {p=0.5) 05982

Con crias (11) 1.12+£1.81 0.23-2.04
Rel MiL*Muestra A*DV*edorepro Sin crias (9) 0.68+1.19 0.2-1.39

Valor (p=0.5) 05183

Con crias (12) 0.38+3.99 0.08-4.07
Rel N/L*Muestra A*PO*edorepro Sin crias (8) 0.38+11 0.21-1.31

Valor (p=0.5) 0.5371
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Anexo 3. Andlisis estadistico de la respuesta cronica (tiempo A) en la relacién N/E
por especie, sitio, edad, temporalidad, sexo y estado reproductivo. Con asterisco (*)
y en negritas valores significativos (p=0.5).

Estadistica no paramétrica. Prueba de Kruskall Wallis y U de Mann-Whitney. Prueba post-hoc de Dunn

Comparaciones Variable (n) MedianazRI* Intervalo Q1-Q3 Dunn (Post-Hoc) Valorp

D. marsupialis (32) 5.25+7.9 1.27-9.17
Rel N/E*Muestra A*Especie D. virginiana (36) 4.87+6.46 1.85-8.31

P. opossum (46) 4+8.23 1.05-9.28

Valor (p<0.5) 0.3887

DACBIOL (4) 8.88+11.87 5.42-17.29
Rel N/E*Muestra A*DM*Sitio LA FLORIDA (8) 1.71+4.21 0.88-5.09

YUMKA (20) 6.33+7.91 1.29-9.2

Valor (p<0.5) 0.0782

DACBIOL (11) 5.25+18.97 2.03-21
Rel N/E*Muestra A*DV*Sitio ZONA MILITAR (23) 4.5+3.7 1.70-54

Valor (p<0.5) 0.0869

DACBIOL (27) 2.5+6.68 0.92-7.6
Rel N/E*Muestra A*PO*Sitio YUMKA (17) 5.36+15.75 1.37-17.12

Valor (p<0.5) 0.2

Adulto (27) 6.42+10.65 1.20-11.85
Rel N/E*Muestra A*DM*Edad Juvenil (5) 3.33+£3.62 1.29-4.91

Valor (p<0.5) 0.2315

Adulto (22) 4.87+6.46 1.85-8.31
Rel N/E*Muestra A*DV*Edad Valor (p<0.5)

Adulto (29) 2.756.67 0.93-7.6
Rel N/E*Muestra A*PO*Edad Juvenil (2) 5.33+20.89 1.36-22.25

Valor (p<0.5) 0.5295

Humedo (15) 3.41+6.40 1.19-7.59
Rel N/E*Muestra A*DM*temp Secas (16) 5.42+14.69 1.31-16

Valor (p<0.5) 0.305

Canicula (10) 5.39+7.06 1.62-8.68 Hdmedo-Canicula  0.0437*
Rel N/E*Muestra A*DV*temp Hdmedo (4) 41.5+26 21.25-47.25 Secas-Canicula 1.000

Secas (22) 4.45+3.18 1.96-5.14 Secas-Humedo 0.0027*

Valor (p<0.5) 0.0036*

Hdmedo (14) 5.36+18.88 1.37-20.25
Rel N/E*Muestra A*PO*temp Secas (31) 2.47+6 0.90-6.90

Valor (p<0.5) 0.1305

Hembra (17) 3.94+7.1 1.04-8.11
Rel N/E*Muestra A*DM*sexo Macho (15) 6.37+£13.14 1.73-14.87

Valor (p<0.5) 0.1637

Hembra (20) 4.28+4.87 1.69-6.56
Rel N/E*Muestra A*DV*sexo Macho (16) 5.05+£11.24 2.13-13.37

Valor (p<0.5) 0.2263

Hembra (20) 3.44+10.20 0.95-11.12
Rel N/E*Muestra A*PO*sexo Macho (26) 4+7 1.08-8.08

Valor (p<0.5) 0.8104

Concrias (5) 4.99+5.93 1.71-7.64
Rel N/E*Muestra A*DM*edorepro  Sin crias (12) 2.85+7.77 0.94-8.71

Valor (p<0.5) 0.716

Concrias (11) 2.71+5.08 1.67-6.75
Rel N/E*Muestra A*DV*edorepro Sin crias (9) 4.5+5.08 1.67-6.75

Valor (p<0.5) 0.5688

Concrias (12) 2.29+8.25 0.75-9
Rel N/E*Muestra A*PO*edorepro  Sin crias (8) 6.03+£10.26 1.24-115

Valores del modelo 0.3544
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Anexo 4. Analisis de la respuesta aguda (tiempo A, B y C) en la relaciéon N/L
(neutrdfilo/linfocito), hematocrito (L/L) y eritrocitos nucleados (/100 leucocitos) por
especie. Con asterisco (*) y en negritas valores significativos (p=0.5).

Estadistica no paramétrica. Prueba de Friedman. Prueba post-hoc de Wilcoxon

Modelo Variable (n) ~ MedianatRI* Intervalo Q1-Q3 Rango promedio prob <0.5 Wilcoxon post-hoc
A7) 102246 027-2.73 137 A-B,p=0017*
Rel N/L*DM*Tiempo ABC B(27) 3114339 0.86-4.25 215 B-C,p=0442
C(2n 2.27+3.96 0.93-4.89 248 A-C, p=0.001*
Valores del modelo 0.000154*
A(33) 0671091 0.22-1.13 167 A-B,p=0.001*
Rel N/L*DV*Tiempo ABC B(33) 0.94+1.44 0.29-1.73 2.30 B-C,p=0.288
C(33) 1114141 0.27-1.68 2.03 A-C,p=0.191
Valores del modelo 0.035*
A(32) 048:0.72 0.13-0.85 156 A-B, p=0.008*
Rel NIL*PO*Tiempo ABC B(32) 0.85:1.22 0.17-1.39 2.00 B-C, p=0.014*
C(32 113177 0.35-2.12 244 A-C, p=0.003
Valores del modelo 0.002*
A(28) 0.42+0.09 0.37-0.46 2.64 A-B, p=0.0003*
Hematocrito*DM*Tiempo ABC B (28) 0.39:0.1 0.33-043 155 B-C,p=0.21
C(28) 0.38+0.09 0.34-0.43 18 A-C, p=0.001*
Valores del modelo 0.00005*
A (36) 0.410.09 0.35-0.44 261 A-B, p=0.000092*
Hematocrito*DV*Tiempo ABC B (36) 0.3910.08 0.34-0.42 174 B-C, p=0.669
C(36) 0.39:0.1 0.33-0.43 165 A-C, p=0.007*
Valores del modelo 0.000018*
A(32) 0.48+0.09 041-05 297 A-B, p=0.000000151
Hematocrito*PO*Tiempo ABC B(32) 0.42+0.09 0.36-0.45 150 B-C, p=0.884
C(32 042013 0.34-0.47 153 A-C, p=0.000004*
Valores del modelo 541E-11
A(28) 8114.45 13-15.75 243 A-B, p=0.034*
Eritrocitos nucleados*DM*Tiempo ABC B (28) 5¢11.75 1-12.75 184 B-C, p=0.399
C(28) 548 19 173 A-C,p=0.011*
Valores del modelo 0.013*
A(34) 2455 055 182
Eritrocitos nucleados*DV*Tiempo ABC B (34) 2516 0-6 2.10
C(34) 249.75 0:9.75 207
Valores del modelo 0.364
A(32) 4£10 0-10 184 A-B, p=0.016*
Eritrocitos nucleados*PO*Tiempo ABC B(32) 711 112 2.34 B-C, p=0.026*
C(32 5:10 0-10 181 A-C,p=0.828
Valores del modelo 0.047
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