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RESUMEN

La utilizacion experimental de la zarigleya colorada Lutreolina
crassicaudata como animal de laboratorio no ha sido usufructuada como
se mereceria si se tuviesen en cuenta las interesantes posibilidades que
ofrece. Esta situacion es en parte debida a la ausencia de técnicas de
mantenimiento y manipulacion compatibles con el comportamiento y
requerimientos de estos animales. En este trabajo se describen métodos
de alojamiento y cuidado de una colonia de zarigleyas coloradas junto
con instrucciones sobre alimentacion y reproduccion. También se incluye
la determinacion de las fases del ciclo estral en esta especie. La aplicacion
de estos procedimientos permitio la reproduccion en cautiverio y aseguro
el crecimiento de sus crias.

Palabras clave: Lutreolina crassicaudata | zarigieya | modelo
experimental | animal de laboratorio | condiciones de bioterio |
manipulacion | reproduccion | ciclo estral |

ABSTRACT

Experimental research on the thick-tailed opossum Lutreolina
crassicaudata has been partly impeded by the absence of maintenance
and manipulation techniques compatible with the behavioral
characteristics and requirements of this species. In this paper we describe
methods for housing and care of a Lutreolina colony together with
instructions  regarding feeding and mating procedures. The
characterization of the phases of the estral cycle is also included. These
procedures permitted the successful reproduction of this marsupial
followed by a normal development and growth of the newborn.
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INTRODUCCION

Un numero creciente de investigadores en biomedicina ha manifestado, a
lo largo de los afios, su interés por los marsupiales. Este hecho se puso de
manifiesto desde los trabajos de los pioneros en esta area (Tyndale-
Biscoe, 1973; Hunsaker, 1977; Stonehouse y Gilmore, 1977). Los
marsupiales tienen en la actualidad un gran numero de aplicaciones
biolégicas y médicas. Se han publicado las ventajas experimentales y las
excepcionales propiedades exhibidas por estos mamiferos, en especial las
referentes al opossum norteamericano (Jurgelsky, 1974; Jurgelsky y col.,
1974; Jurgelsky y Porter, 1974).

Nuestro grupo de investigacion ha sefialado las propiedades bioldgicas de
especies sudamericanas de marsupiales y las ha propuesto como modelos
experimentales en biomedicina (lodice, 1987 y 1988). Entre esas
propiedades se destaca el hecho de que, luego de un corto periodo de
gestacion intrauterina, los recién nacidos completan la mayor parte de su
desarrollo ontogenético dentro de la bolsa marsupial (Affanni, 1983). Alli
permanecen durante un tiempo considerable pudiendo ser abordados por
la simple separacion de los bordes de la bolsa marsupial. Esta sencilla
maniobra permite actuar sobre los recién nacidos con distintos
procedimientos experimentales (inyecciones, estimulos, lesiones, etc). Esa
propiedad, entre otras, los convierte en excelentes modelos para la
embriologia experimental.

En lo referente a los marsupiales de Argentina sobresalen dos especies
muy abundantes Didelphis albiventris y Lutreolina crassicaudata, llamadas
vulgarmente zarigleya overa y zarigleya colorada, respectivamente. Son
conocidas también bajo diversos nombres en toda América, generalmente
derivados de voces indigenas (lodice, 1988 y 2010). Los estadounidenses
las llaman South American opossum y thick tailed opossum,
respectivamente. La denominacion de comadreja, que a veces se le
asigna, no es correcta, ya que ésta le pertenece a otro grupo de
mamiferos (mustélidos) que son de origen europeo.

Debe resaltarse que algunos marsupiales americanos vienen siendo
utilizados como modelos para el estudio de melanomas inducidos por
radiacion ultravioleta (UV) (Setlow, 1996; Robinson y col., 2000; Wang y
Vandeberg, 2005) asi como en estudios de otros tumores (Sabourin y col.,
1993; Wang y col., 2003). Desde hace mas de una década, se utiliza a la
zariglleya norteamericana, D. virginiana, en estudios morfoloégicos y
funcionales del sistema gastrointestinal (Ren y Schulze-Delrieu, 1989 vy
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1990; Schulze y col., 2001). En Argentina ha sido utilizada la zarigueya
sudamericana, D. albiventris, como modelo en gastroenterologia de modo
tan ventajoso como su congénere norteamericano (Garcia y col., 1998a,
b; 2001 y 2002).

En lo referente a D. albiventris (antes denominada D. azarae), hemos
publicado un estudio en cual se comunicaba por primera vez en la
bibliografia mundial la existencia de suefio paraddjico en un marsupial
(Affanni y Vaccarezza, 1964; Affanni, 1965). También sobre la relacién de
los bulbos olfativos sobre el suefio (Vaccarezza y Affanni, 1966 y 1968),
de los sistemas comisurales interhemisféricos (Affanni y Morita, 1966 y
1968; Morita y Affanni, 1966) y la fisiologia del sistema olfativo
(Vaccarezza y Affanni, 1964; Affanni et al., 1968). En esta linea, fueron
publicados varios trabajos sobre las caracteristicas del suefio (Affanni y
Vaccarezza, 1966; Affanni y col., 1967; Affanni y Garcia Samartino, 1984)
y del comportamiento (Papini y col., 1984). Por udltimo, se publicé un
trabajo referente a la histologia de la glandula pineal en el cual se
comunica la presencia de un fotorreceptor en la misma (Gonzalez y
Affanni, 1995).

Teniendo en cuenta el variadisimo elenco de notables propiedades
biologicas exhibido por los marsupiales americanos, consideramos
probable que el estudio de una especie poco trabajada, como es L.
crassicaudata (Fig. 1), permita descubrir nuevas propiedades o variantes
de las descubiertas en otras especies.

Estas consideraciones han sido el principal motivo de nuestro esfuerzo por
convertir a la zarigieya colorada o coligrueso, L. crassicaudata, en un
modelo experimental. Cabe sefalar que este animal ya fue utilizado por
nosotros (Scaravilli y col., 1974) habiéndose sefialado una interesante
caracteristica de la actividad cerebral durante el Suefio Paraddjico.
Asimismo, se publicaron datos cuantitativos sobre el cerebro de L.
crassicaudata (Pirlot y Affanni, 1997). El uso del mismo continta
actualmente rindiendo interesantes posibilidades para estudios
neurobiolégicos en nuestro Instituto de Neurociencia (Universidad de
Mordén, Argentina).

El género Lutreolina presenta una uUnica especie: L. crassicaudata. Sus
ejemplares poseen caracteristicas diferentes de las del género Didelphis:
son fundamentalmente terrestres (no arboricolas), mucho mas rapidas,
agiles y escurridizas. Se los encuentra en zonas litoralefias, tanto en
cCursos como en espejos de agua, de cuyas riberas obtienen la mayor
parte de sus alimentos. Son excelentes nadadores. Poseen un cuerpo
alargado que mide entre 60 y 80 cm, de los cuales entre 30 y 35 cm
pertenecen a su larga cola. Esta es bastante gruesa en su mitad proximal.
Esta udltima caracteristica les ha valido la denominacién de “coligruesos”,
uno de sus nombres comunes. El grosor de la cola esta relacionado con su
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estado de nutricibn general y actia como un depdsito de reserva
energética. La cabeza es pequefia, con orejas redondeadas. El pelaje varia
mucho dentro de una coloracién rojiza, que puede ir desde una tonalidad
amarillenta hasta un pardo oscuro. Estos animales tienen un gran
parecido exterior con los mustélidos europeos, por eso los primeros
espafoles que arribaron a Sudamérica las llamaron comadrejas,
permaneciendo esta denominacion vulgar hasta nuestros dias, a pesar de
ser marsupiales (Cabrera y Yepes, 1940; Walker, 1968; Wilson y Reeder,
2005).

Las publicaciones referidas a esta especie son muy escasas. Merecen
citarse: los estudios de distribucion natural de Graipel y col. (1996); el
detalle anatdmico de la musculatura craneana de Delupi y col. (1997); el
estudio de la denticion y de la reproduccién en estado silvestre de Regidor
y col. (1999); la referencia a la dieta natural realizada por Caceres y col.
(2002); los estudios genéticos publicados por Pagnozzi y col. (2002); la
descripcion detallada de diversos aspectos del comportamiento motor
hecha por Santori y col. (2005); la determinacion de los valores
sanguineos (Corujeira y col., 1986; lodice, 2010), y los estudios
preliminares de mantencion y reproduccion en cautividad hecho por
nosotros (lodice y col., 1986 y 2007; lodice, 2010).

El objetivo de este trabajo es exponer los procedimientos que se utilizaron
para el manejo y reproduccion de L. crassicaudata, en condiciones de
Bioterio en el Instituto de Neurociencia. Se propone sentar las bases para
utilizarlo como modelo experimental en la investigacion biomédica.

MATERIALES Y METODO

Se denomina manejo al conjunto de procedimientos ciclicos, periédicos o
estratégicos que se adoptan en la cria de animales en cautiverio. Estos
involucran los aspectos referidos a la captura, alojamiento, manipulacion,
alimentacion, sanidad y reproduccién. Describiremos con este orden las
diferentes etapas.

1.- Captura

La Colonia se inicié con un plantel de 20 hembras y 12 machos. El pie de
cria provino de los alrededores de las localidades de:

o Ceres, provincia de Santa Fe, Argentina (29° 53" S // 61° 56~ O).

o Rosario, provincia de Santa Fe, Argentina (32° 57~ S // 60° 39~ O).
o Sauce Viejo, provincia de Santa Fe, Argentina (31° 46~ S // 60°
50° O).
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La mayor parte de los animales utilizados en el Instituto, se origindé por
apareamientos realizados en la Colonia (ver mas adelante).

Los animales fueron capturados con jaulas-trampa que contenian cebos.
Los lugares de captura fueron elegidos en base al reconocimiento de la
abundante presencia de ejemplares en la zona, con el fin de minimizar el
impacto ambiental por retiro de animales de su ambiente natural. Luego,
los ejemplares fueron alojados en el Bioterio de diversos modos segun su
edad y estado reproductivo.

2.- Instalaciones y alojamiento

Estos estudios se iniciaron en el Bioterio Central de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (FCEyN — UBA). El
mismo contaba con un sector especialmente disefiado para la Colonia de
Marsupiales, perteneciente al Instituto de Neurociencia (INEUCI) del
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)
(Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Productiva - Argentina).
Se continuaron en las instalaciones del Instituto de Neurociencia de la
Facultad de Medicina (Universidad de Mordon (UM) - Argentina).

Las instalaciones utilizadas para alojar zarigieyas coloradas las hemos
descrito, someramente, con anterioridad (Petersen y col., 1984; lodice,
1987; lodice y col., 2007). En forma mas detallada podemos distinguir las
condiciones de alojamiento en macro y microambiente.

Macroambiente:

El macroambiente o0 encierro secundario estd constituido por las
caracteristicas de la habitacion: tamafo, iluminacion, temperatura,
ventilacion, humedad relativa, ausencia de ruido y polvo, entre otros
(Olfert y col., 1998; Zuiiga y col., 2001; NIH, 2002).

La iluminacién fue la del ciclo natural que llegaba a través de ventanas
convenientemente selladas para evitar el ingreso de animales y elementos
extrafios. Se utilizé6 luz artificial para las tareas de Ilimpieza y
mantenimiento, en el horario de 8:00 a 12:00 h. En época invernal las
salas fueron reguladas a la temperatura de 20 + 3 ©C. La ventilacion de
las salas se realiz6 mediante extractores de aire colocados a ras del piso y
rejillas para entrada del aire ubicadas en la parte superior de la pared
opuesta. Esta disposicion permite una adecuada renovacién del aire
interior sin que se formen circuitos aéreos viciosos ni que haya suspension
de polvo en el ambiente. Los extractores estaban automatizados para
funcionar treinta minutos cada cuatro horas.
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Microambiente:

Se entiende por microambiente el encierro primario del animal,
determinado por el habitaculo o jaula y todo lo que en él se incorpora,
como ser lecho, agua, alimento, numero de animales y elementos de
enriquecimiento ambiental. Sus componentes deben satisfacer las
necesidades fisioldgicas, de conducta y de interacciones entre individuos,
asi como el establecimiento de jerarquias dentro del encierro (Olfert y
col., 1998; NIH, 2002).

En nuestra experiencia, se utilizaron jaulas individuales y compartimientos
de mamposteria:

a. Jaulas individuales como las usadas convencionalmente para
cobayos y ratas (Fig. 2A y B). Sus medidas son 44 cm de largo x 32 cm de
ancho x 25 cm de altura con las siguientes caracteristicas: paredes
laterales, piso y techo de alambre galvanizado; puerta ubicada en la parte
superior; distancia entre barrotes de 1 cm. Tienen una bandeja de acero
inoxidable en la que se coloca viruta de madera para recibir las
deyecciones. Estas jaulas se apoyan en estanterias metalicas dentro de
las salas del Bioterio.

b. En compartimientos de cemento de 153 cm de largo, 90 cm de
ancho y 43 cm de altura con tapas de alambre tejido. En su interior se
coloca una pequeia caja de madera o metal sin tapa de 30 cm de largo,
20 cm de ancho y 14 cm de altura con pasto, paja o viruta de madera en
su interior, acondicionada como habitaculo por el propio animal. Estos
compartimentos se encuentran dentro de las salas (Fig. 3Ay B).

3.- Alimentacién

En estado silvestre, los ejemplares de Lutreolina son sumamente
oportunistas. Se alimentan de variados recursos animales y vegetales. Sin
embargo muestran tendencias hacia determinados grupos de alimentos en
funcion de la localizacién geografica o la estacion climatica. Por regla
general son buenos cazadores. Pequefios mamiferos, aves, reptiles y
anfibios se cuentan entre sus presas. Los insectos y otros artropodos,
lombrices, moluscos y otros invertebrados también forman parte de su
dieta que complementan con productos vegetales como ser frutos o
granos, ademas de poseer habitos carrofieros. Por lo general, todos estos
recursos se encuentran a orillas de cursos de agua, que son el habitat
elegido por esta especie (Vaughan y col., 1999; Martin y col., 2001;
Céaceres y col., 2002; Feldhamer, 2003).

Para estos marsupiales en condiciones de cautividad y luego de muchos
ensayos, hemos seguido el criterio adoptado por anteriores experiencias
de otros investigadores (Coghill, 1939; Jurgelski Jr, 1974; Jurgelski Jr y
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col., 1974; Jurgelski Jr y Porter, 1974). Hemos utilizado alimento
balanceado calidad premium para caninos. Se les administraron entre 150
y 200 g diarios en comederos circulares de vidrio, cuyas medidas internas
son: 9 cm de didmetro y 3 cm de profundidad (resistentes y de fécil
lavado) (Fig. 3A y Fig. 4) y en comederos tolva en las jaulas similares a
las usadas para cobayos (Fig. 1A).

Figura 1. Ejemplar adulto
de zarigleya colorada
Lutreolina crassicaudata.
Notese el grosor de la cola
en su mitad proximal.
Esta ultima caracteristica
les ha valido la
denominacion de
“coligruesos”, uno de sus
nombres comunes.

En época reproductiva, ° Vi

(primavera y verano del hemisferio sur), la dieta se suplement6é con
huevos frescos o desecados, leche entera y vitaminas liposolubles. El agua
fue administrada ad-libitum en los recipientes de vidrio antes
mencionados. En las jaulas individuales se utilizaron botellas con pico de
acero inoxidable colocadas en forma invertida en el exterior de las mismas
(Fig. 2A). Los animales aprenden a beber de ellas con sorprendente
facilidad.

Figura 2. Alojamiento en jaulas individuales.

A. Vista general de una jaula de cobayo que resultd la mas adecuada en
vista de poseer la tolva para administrar el alimento ubicada en el
exterior.

B. Vista de una de las estanterias colocadas dentro de la sala en las que
se ubican las jaulas individuales.
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(P
Figura 3. Alojamiento en compartimentos de cemento.

A. Ejemplares Lutreolina crassicaudata alojados en los compartimentos
de cemento, dentro de las salas del Bioterio.

B. Detalle de la caja colocada dentro de la jaula de cemento para ser
usada como nido.

Figura 4. Recipientes de vidrio
utilizados para administrar el alimento
solido y el agua a los ejemplares de
Lutreolina crassicaudata, mantenidos en
los compartimientos de cemento.

En las Tablas | y Il se detalla la composicion general y porcentual del
alimento citado.

Tabla I. Componentes del alimento balanceado para caninos calidad
premium de uso comercial utilizado como dieta solida para el
mantenimiento en cautividad de Lutreolina crassicaudata.

Vitaminas \Y,
Materia prima Minerales elementos
esenciales

harina de pollo, harina de
carne bovina, grasa de
pollo, sebo 1°" jugo bovino,
hidrolizado enzimatico de
pollo, maiz, arroz, harina
de extraccion de soja,
pulpa de achicoria vy
extracto de yuca.

cloruro de calcio, | A, D3, E, K3, B1, B6,
oxido de zinc, Oxido | B12, D-pantotenato
manganoso, sulfato | de calcio, acido
ferroso, iodato de | nicotinico, acido
calcio, 6xido de | fdlico, colina, biotina,
cobre y selenito de | lisina, metionina vy
sodio antioxidante (BHT)
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Tabla Il. Composicion centesimal del alimento balanceado utilizado como
dieta sodlida para el mantenimiento en cautividad de Lutreolina
crassicaudata.

Composicion Porcentaje
Humedad maxima 12 %
Proteina bruta minima | 27 — 30 %
Extracto etéreo minimo | 15 %

Fibra cruda maximo 2,8-3%
Cenizas 9 %

Calcio 1,3-1,6 %
Fosforo 0,9-1,3%

Energia metabolizable |4.100 — 4.200 Kcal./kg MS

4 .- Manipulacion

Los ejemplares de L. crassicaudata, en contraposicion a lo que ocurre con
otras zarigieyas como la D. albiventris o zariglieya overa (oposum para
los norteamericanos), muestran gran agilidad y rapidez de movimientos.
Son sumamente agresivos. Cuando el operador los mantiene suspendidos
por la cola pueden girar sobre si mismos y lanzar dentelladas.

Para la manipulacion se utilizaron guantes protectores de goma tipo
industrial o guantes de cuero impermeables para prevencion sanitaria y
para evitar lesiones producidas con las ufas o dientes en algun
movimiento defensivo. Se complementa con un bastén de madera con
empuiadura que puede o no poseer en el extremo opuesto al mango una
forma en “V” u horqueta. Debe ser de madera para no lesionar a los
animales, ya que estos lo muerden y/o se aferran a él (Fig. 5). El método
para manipularlos consiste en distraer su atencion con el baston esgrimido
en una mano mientras se lo toma por la cola con la otra. Luego se le
ofrece el baston por debajo del cuerpo para que se afirme sobre el mismo
y de esta manera se puede extraerlo de la jaula y eventualmente
transportarlo de un lugar a otro cercano. Si fuese necesario contenerlo
con ambas manos, se procederda a depositarlo en el piso aferrandolo sélo
por la cola con una mano y tomarlo con la otra por el dorso de cuello, en
un movimiento rapido y firme. Se mantienen los brazos extendidos y se
presenta el animal para que otro L

operador realice las maniobras )
necesarias —inspeccion del marsupio,
inyecciones, curaciones menores, etc.-.

Figura 5. Personal del Instituto
manipulando un ejemplar de Lutreolina
crassicaudata con los elementos de
contencion habituales.
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Cabe sefnalar que durante todos esos procedimientos los animales, con la
boca abierta y amenazadora, suelen emitir un sonido peculiar, mezcla de
bufido y chillido.

Para sujeciones mas prolongadas o0 manipulaciones que requieran
inmovilizar los ejemplares se utilizaron tranquilizantes y anestésicos. Las
drogas utilizadas son las de uso rutinario en la practica veterinaria. Ellas y
sus respectivas dosis se resumen en la Tabla 11l (lodice, 2010). Las dosis
de la tabla son las sugeridas para lograr efectos sedantes sin llegar a
producir un plano anestésico quirurgico.

Tabla 111. Drogas utilizadas para la inmovilizacion de los animales en

estudio.

Droga Dosis Via De Inoculacion

Acepromazina 2 mg/kg Intramuscular

Clorhidrato de Ketamina 25 — 30 mg/kg Intramuscular

Xilacina 3 mg/kg Intramuscular

Acepromazina + C. de|2 mg/kg + 20 | Intramuscular

Ketamina mg/kg

Xilacina + C. de Ketamina 3 mg/kg + 20 | Intramuscular
mg/kg

5.- Sanidad

Teniendo en cuenta que los animales habian padecido el estrés de la
captura y posterior traslado y que procedian de un medio natural en el
que se presentan diversos tipos de enfermedades, consideramos
indispensable establecer desde su llegada a nuestro lugar de trabajo, un
periodo de aislamiento estricto no menor de 30 dias. Dicho periodo se
cumplio en los alojamientos ya descriptos, en salas ad-hoc de los
Bioterios, mantenidas con las mismas condiciones ambientales antes
mencionadas.

Durante este periodo los animales fueron observados diariamente, con los
controles clinicos de rutina como ser examen de piel y faneras,
dinamismo, normofagia, normodipsia y eupnea, entre otros. También se le
realizaron andalisis coproparasitolégicos utilizando métodos con sustancias
de enriquecimiento (segun Borchert, 1964; Marek y Moécsy, 1973):

o Solucién saturada de cloruro de sodio (Solucién de Willis) y
o Solucidn sobresaturada de azucar (Solucion de Benbrook).

Los estudios se efectuaron por doble centrifugacion a fin de investigar las
muestras por:

o Método de Flotacion y
° Método de Sedimentacion.

10
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En forma preventiva y/o terapéutica se realizaron desparasitaciones
externas con productos a base de piretroides de muy baja toxicidad en
mamiferos e internas con derivados benzoimidazdlico asociados con
prazicuantel para abarcar el mas amplio espectro posible de parasitos,
ambos por via subcutanea (dos dosis con intervalos de dos semanas).

También se realizaron curaciones de las heridas y traumatismos que
pudieran haber sufrido durante la captura y el traslado.

En animales aparentemente débiles y sin sintomatologia clara, se
efectuaron tratamientos preventivos basados en la administracion de
antibidticos solos o vitaminados. Su formulacién incluia tetraciclinas y
vitaminas hidro y liposolubles. Su administraciéon fue por via oral en el
agua de bebida o parenteral segun el caso y la gravedad del cuadro.

Una vez concluido el periodo de aislamiento los animales fueron
trasladados a otras salas del Bioterio, con condiciones macroambientales
similares a las de la sala de aislamiento, para formar parte de la colonia
general.

Los animales de la colonia general recibieron desparasitaciones externas e
internas estratégicas.

Los animales nacidos en la colonia fueron alojados en las jaulas
individuales en salas independientes del resto de los animales de la
colonia. Se les realizaron controles clinicos y analisis coproparasitolégicos
periddicos. Sblo se les administr6 medicacion en caso de necesidad, de
esta forma se evitaron tratamientos innecesarios capaces de interferir con
usos experimentales posteriores.

6.- Ensayo de reproduccién con apareamientos programados

Con el objeto de explorar la factibilidad de obtener reproduccion en las
condiciones descriptas y con apareamientos programados durante la
primavera, se utilizaron 20 hembras y 8 machos. Estos animales estaban
adaptados al cautiverio y habian permanecido en la colonia por mas de un
ano. Los machos fueron mantenidos en las jaulas individuales antes
descritas. Las hembras fueron alojadas en los compartimientos de
cemento ya mencionados.

Para determinar la fase del ciclo estral se procedié a realizar extendidos
de muestras de la mucosa vaginal (citologia vaginal exfoliativa), como se
describira méas adelante. De esta forma, se procedié al diagnoéstico de
cada etapa del ciclo para ubicar el momento adecuado (estro) y asi
proceder al apareamiento.

A partir de la fase de proestro se coloc6é al macho con la hembra y se los
mantuvo juntos en el mismo compartimiento durante un lapso que oscilo
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entre los 12 y 18 dias, segun los casos. El limite de ese lapso fue
determinado por la presencia de “larvas” dentro del marsupio durante las
inspecciones diarias. Deseamos aclarar que la adopcién del término larva
se origina en Grassé (1980) para referirse a los recién nacidos mientras
estdn en proceso de desarrollo dentro de la marsupia. Al producirse el
nacimiento, el macho era trasladado a su jaula original.

7 .- Determinacion del ciclo estral

El procedimiento para realizar la
toma de muestra consistio en
tomarlo y levantarlo por la cola con
una mano, permitiendo que el
animal se aferre, con sus miembros
anteriores, a la tapa enrejada del
compartimiento. Esta maniobra deja
al alcance del operador el orificio
ano-uro-genital. Con la otra mano
se introdujo una espatula ad-hoc en
dicho orificio (Fig. 6).

Figura 6. Modo de manipular al
animal para la obtencion de
muestras con el fin de realizar
estudios de citologia  vaginal
exfoliativa.

Se extrajo una muestra de este

material cada 48 hs y los frotis obtenidos se tifieron con la técnica de
coloracion de Papanicolau (1942) modificada por lodice y col. (1988). Se
determinaron las distintas fases del ciclo mediante las caracteristicas
morfoldgicas y tintoriales de las células encontradas (Fig. 7 y Tabla 1V).

Figura 7.
Fotomicrografia de frotis
vaginal, en fase de
diestro de Lutreolina
crassicaudata. Cl:
células intermedias; LC:
leucocitos polimorfos
nucleares; CPb: células
parabasales; CSq:
células superficiales
queratinizadas; CSnq:
células superficiales no
queratinizadas. Aumento:
400x.
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Tabla 1V Denominaciéon y caracteristicas morfoldgicas y tintoriales de las
células halladas en las muestras de citologia vaginal exfoliativa.

Tipo Celular Abreviatura | Caracteristicas Celulares

Grandes, con bordes irregulares, plegadas y
CSq replegadas, transparentes, color rosado o
anaranjado, generalmente sin nucleo.

Superficiales
gueratinizadas

Grandes, con bordes irregulares, plegadas y
CSnq replegadas, levemente transparentes, color
celeste o celeste verdoso, con o sin nucleo.

Superficiales no
gueratinizadas

Redondeadas u ovoides, algo mas pequefas
gue las anteriores, bordes muy regulares,
color celeste o celeste verdoso, con nucleo,
alta relacion citoplasma/nucleo.

Intermedias Cl

Redondeadas, pequeias, bordes muy
Parabasales CPb regulares, color celeste o celeste verdoso,
con nucleo, baja relacién citoplasma/nucleo.

Muy pequefios, semejan puntos 0SCUros

Leucocitos Lc encadenados entre si, diseminados por todo
(polimorfonucleares) el preparado en medio de las células
anteriores.

El diagnéstico de cada etapa del ciclo estral se establecié de acuerdo a las
proporciones de los distintos tipos de células presentes en el extendido,
clasificadas de acuerdo a su morfologia y a su afinidad tintorial. La
relacion entre los diferentes tipos celulares establece indices y porcentajes
que sirven para caracterizar cada una de las etapas del ciclo estral
(Schutte, 1967).

Los procedimientos operacionales para el cuidado, manipulacion y uso de
estos animales se realizaron bajo las normas de buenas practicas
aprobadas por la Comision de Etica de la Institucion.

RESULTADOS

No se observaron muertes de animales durante el periodo de adaptacion.
Durante los tres afos y medio en los que se desarroll6 este estudio se
logr6 mantener con éxito un numero de 105 animales, entre los
ingresados por captura y los nacidos en la colonia.

Como se discute mas adelante, los procedimientos de alojamiento, de
alimentacion y de sanidad aseguraron el éxito en el desarrollo y
crecimiento de la colonia bajo las condiciones descriptas mas arriba.

En cuanto a la técnica de determinacion del las fases del ciclo estral, los
resultados obtenidos por medio del indice porcentual de células halladas
se observan en la Tabla V y la Fig. 8.
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Tabla V. Porcentaje de los diferentes tipos celulares (media = D.E.) que
caracterizan las distintas fases del ciclo estral de L. crassicaudata,
obtenidos por citologia vaginal exfoliativa.

Fase CSq CSnqg Cl CPb
Proestro (45 % (x 11|45 % (= 10|10 % (x 8|0%
%) %) %)
Estro 80 % (x 8|15 % (£ 12|5% (x4%) |0%
%) %)
Metaestro |25 % (£ 15(44 % (= 15|25 % (= 12|6 % (= 4
%) %) %) %)
Diestro 3% (*1%) |7 % (6 %) 18 % (= 9|72 % (= 9
%) %)

CSq: células superficiales queratinizadas. CSnq: células superficiales no queratinizadas.
ClI: células intermedias. CPb: células parabasales.
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Figura 8. Histograma que muestra la proporcion relativa de los distintos
tipos celulares (media = D.E., n= 20) durante los diferentes estadios del
ciclo estral de Lutreolina crassicaudata, obtenidos por citologia vaginal
exfoliativa. CSq: células superficiales queratinizadas. CSnq: células
superficiales no queratinizadas. Cl: células intermedias. CPb: células
parabasales.

El las Figs. 9A, B, C, y D se puede observar la diversidad celular de cada
fases del ciclo estral de L. crassicaudata, a partir de muestras tomadas
por citologia vaginal exfoliativa. Las caracteristicas de los diferentes tipos
celulares pueden consultarse en la Tabla V.
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Figura 9. Microfotografias representativas de las distintas fases del ciclo
estral de Lutreolina crassicaudata tomadas por citologia vaginal exfoliativa
y coloreadas con la técnica de Papanicolaou (1942) modificada por los
autores (lodice y col. 1988). Microscopio 6ptico, aumento 400 Xx.

A. Proestro. Abundan las células superficiales queratinizadas (CSq) y no
queratinizadas (CSnq).

B. Estro. Predominan notoriamente las células superficiales
queratinizadas (CSQ).

C. Metaestro. Abundan las células superficiales queratinizadas (CSq) y
no queratinizadas (CSnq), con notable presencia de células intermedias
(C1) y algunas células parabasales (CPb).

D. Diestro / Anestro. Predominancia absoluta de células parabasales
(CPb) con presencia notable en algunos casos de células intermedias

n.

Figura 10. Fotografia demostrativa en la cual
se observan en el interior del marsupio larvas de
Lutreolina crassicaudata de pocos dias.

Figura 11.
Marsupio
claramente
desarrollado de un
ejemplar juvenil
hembra de
Lutreolina
crassicaudata.
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DISCUSION

Bajo las condiciones de cautiverio enunciadas precedentemente en el
lapso que durd esta experiencia, los resultados fueron satisfactorios. Esto
se comprobo por:

. el aspecto de los animales, evidenciado por la ausencia de
alteraciones dérmicas notables y de enfermedades emergentes producto
de una deficiente respuesta defensiva inespecifica;

. la deambulacion y actividades desplegadas en los compartimientos
de cemento;
. la ausencia de signos clinicos exteriores atribuibles a deficiencias

nutritivas, evidenciadas por las caracteristicas de piel, pelo, faneras y
mucosas aparentes;

. la ausencia de muertes de dudosas etiologia, ni siquiera en el
periodo de adaptacion donde es mas probable que sucedan;

. el éxito reproductivo en cautividad, y

. el crecimiento y ganancia de peso de las crias.

En lo que respecta a las caracteristicas del alojamiento, a pesar de que
algunos autores han considerado a L. crassicaudata como semiacuatica
(Marshal, 1978; Stein, 1989) por sus habitos natatorios, no hemos
considerado necesario colocar en sus jaulas una batea con agua para
nadar. Nuestra decision se basa en el trabajo de Davis (1966), quien
observd que los ejemplares de Lutreolina por él estudiados en cautividad
usaban el estanque de agua s6lo para beber. No nadaban en él. Ademas,
estas zarigleyas no presentan pelos impermeables ni miembros
posteriores palmeados como los de Chironectes minimus (zarigieya de
agua o cuica de agua). Por esto es dificil considerarlas acuaticas.

Los animales en estudio se adaptaron rapidamente a la nueva
presentacion del alimento y a beber del pico dosificador en el caso de las
jaulas individuales. Dezonne Motta y col. (1983) reportan que el alimento
balanceado para caninos produce obesidad y aletargamiento en D.
marsupiales, por lo que administran exclusivamente higado, frutas y
huevos. En nuestra experiencia, en D. albiventris (lodice, 1987 y 2010) no
se observaron dichas alteraciones al usar el alimento balanceado.
Ademas, sugerimos el uso del mismo para que los experimentos sean
reproducibles y que las condiciones de mantenimiento alimentario estén
normatizadas.

La mayor parte de las publicaciones sobre patologias de zarigieyas (u
opossum) se refieren a D. virginiana (Barr, 1963; Potkay, 1970 y 1977) y
casi no hay registros para Lutreolina. Las comunicaciones referidas a
endo- y ectoparasitosis de marsupiales de nuestra regién son escasas y se
refieren a hallazgos de campo (Boero, 1967; Boero y Boerhringer, 1967;
Lombardero y Moriena, 1973; Martinez, 1986; Santa Cruz y col., 1998;

16

Manejo y reproduccion de lutreolina crassicaudata (marsupialia, didelphidae) en condiciones de bioterio
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n111110/111107.pdf




REDVET. Revista electronica de Veterinaria 1695-7504 17
2010 Volumen 11 Ndmero 11

Santa Cruz y col., 1999). Esto hace que, en el caso particular de las
endoparasitosis, no pueda confeccionarse aun una clave diagndstica de
huevos. Al respecto, pensamos que es menester un trabajo de
investigacion parasitologica méas exhaustivo con cultivo de larvas para
correlacionar morfologia de huevos emitidos con la especie de parasito
correspondiente y presencia cuantitativa del mismo.

A primera vista, la manipulacion resulta complicada debido a las
respuestas agresivas. Sin embargo con un breve y adecuado
adiestramiento, el operador logra la destreza apropiada para la contencion
del animal. Se aprende rapida y facilmente a interpretar el ritual corporal
caracteristico de rechazo por parte del animal y se actida en consecuencia
para evitar mordeduras. Con el transcurso del tiempo, los animales se van
habituando a la manipulacion y permiten asirlos sin dificultad. Sin
embargo, nunca dejan de emitir sonidos de desagrado, aunque son de
tono suave y no estan direccionados hacia el operador. En algunos casos,
en crias nacidas en el Bioterio, se logré alimentarlos ofreciéndoles
alimento con la mano. Las crias nacidas en cautiverio son facilmente
manipulables y exhiben comportamiento amigable desde el destete hasta
aproximadamente los 4 meses de edad. A partir de entonces comienzan a
presentar agresividad.

Los extendidos de citologia vaginal presentaron caracteristicas muy
particulares en cuanto a diversidad celular. Es menester recordar que
estos animales tienen un solo orificio ano-uro-genital, por lo que las
células halladas pueden no tener un origen exclusivamente reproductivo.
Es necesario cuidar que la muestra no sea contaminada con desechos
fecales y urinarios.

Los ensayos de reproduccidon con apareamientos programados fueron
satisfactorios, ya que todas las hembras quedaron prefiadas. Se observo
aparicion de larvas entre los 13 y 15 dias posteriores al inicio del
apareamiento (Fig. 10). Esto permite hacer una estimacién aproximada
del periodo de gestacion en no menos de 12 dias. El numero de larvas
nacidas oscilé entre 5 y 11. Permanecieron dentro de la marsupia durante
aproximadamente 45 dias adheridas permanentemente a un mismo
pezon. Durante un lapso similar, estas crias se mantuvieron lactando, con
vida independiente, pero siempre relacionadas con la madre. Pasado este
tiempo, fueron destetadas y alojadas en jaulas individuales.

Es significativo destacar la presencia infaltable de un marsupio bien
desarrollado en hembras juveniles, en prefiadas y en las que ya parieron
(Fig. 11). Esta observaciéon nos parece particularmente importante en
razon de algunas contradicciones en la bibliografia referidas a la existencia
de bolsa marsupial. En su libro, Walker (1968) niega la existencia de una
bolsa desarrollada, mientras que en otro libro, Kirsch (1977) afirma que el
género Lutreolina carece de esta estructura. Lo destacable de nuestra
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observacion es que contradice lo reportado en esas dos publicaciones que
son fuente obligada de informacion sobre morfologia y biologia de
marsupiales.

Merece sefialarse, ademdas, que en el interior de la marsupia se
encuentran 11 mamas abdominales y de éstas, 10 tienen una disposicion
circular en derredor de una mama central. Esto contrasta con el niumero
de nueve comunicado por Walker (1968).

La metodologia hasta aqui descripta se sigue aplicando actualmente para
el uso de estos animales en la investigacion del Instituto de Neurociencia
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Moron.

CONCLUSIONES

o Las condiciones de alojamiento propuestas resultaron eficientes y de
facil repetibilidad. Los animales se adaptaron rapidamente a ellas.
o La no adopcion de una batea con agua para la practica de la

natacion de esta especie de ningun modo impidié la reproduccidon en
condiciones de cautiverio.

o La alimentacion resulté adecuada para cubrir los requerimientos
béasicos de nutricion.

o La manipulacion, con cuidados y entrenamiento minimo, no ofrece
reparos.

o Desde el punto de vista sanitario no aparecieron afecciones que
pudiesen estar relacionadas con el estado de cautiverio y las condiciones
de bioterio.

o En este trabajo no se pretende realizar un estudio exhaustivo de
reproduccion, sino simplemente demostrar que las condiciones de
mantenimiento desarrolladas y adoptadas permitieron la misma con total
exito.

o La metodologia utilizada nos permitié alcanzar nuestro objetivo para
lograr que la especie L. crassicaudata sea adoptada como un nuevo
modelo experimental adaptado a las condiciones de laboratorio.

o Se recomienda el uso de estas practicas en el mantenimiento, cria y
uso de la especie L. crassicaudata con el fin ser utilizadas como animales
de experimentacion en diversas areas de la investigacion biomédica.
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