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RESUMEN

Los anfibios, al ser ectotermos, presentan una alta dependencia fisiologica de la
temperatura ambiental. Sin embargo, han logrado adaptarse a diferentes habitats térmicos
prosperando incluso en ambientes estacional o permanentemente frios. Para ello han
desarrollado diferentes estrategias, entre las que destaca la hibernacion, sea ésta mediante la
inmersion en el agua, la permanencia en habitat terrestre, en un hibernaculo térmicamente
aislado, o mediante la tolerancia al congelamiento. En esta Gltima, es fundamental el rol
qgue cumplen las moléculas crioprotectoras, reconociéndose entre los anfibios anuros a
aquellos que presentan propiedades coligativas, siendo las mas comunes la glucosa, el

glicerol y la urea.

Dada la amplitud latitudinal y gran variedad climatica presente en Chile, muchas especies
de anfibios se ven enfrentadas a climas extremos, condicion que favoreceria el uso de
mecanismos para tolerar el congelamiento. El presente estudio analiz6 la sintesis de
moléculas crioprotectoras en Pleurodema thaul sometidos a estrés térmico por frio. Para
ello, se midieron las concentraciones plasmaticas de glucosa y glicerol utilizando un
glucometro Accu-Chek Active y métodos enzimaticos con kit comerciales para glucosa y

glicerol.

Los resultados muestran un incremento de moléculas con efecto criprotector en los
individuos sometidos al estrés térmico por frio. Sin embargo, este efecto fue reconocido
solo para la glucosa, lo que resulta coincidente con los datos expuestos en anuros tolerantes
al congelamiento. Respecto al glicerol, éste no manifiesta variaciones atribuibles al estrés

térmico. La presencia de la glucosa como un mecanismo de tolerancia al congelamiento, ha



sido reportada como una de las vias mas efectivas, por su rapida obtencién a partir del
glucogeno hepatico.

De esta forma el presente estudio comprueba que P. thaul, sometido a estrés térmico por
frio, aumenta significativamente sus niveles plasmaticos de glucosa, lo que en forma

preliminar seria un indicador de la presencia de un mecanismo anticongelante en esta

especie.

Palabras clave: anfibios, crioprotector, glucosa, glicerol.



ABSTRACT

Amphibians, as ectothermic organisms, are highly physiological dependent on
environmental temperature. However, they have adapted to different thermal habitats
prospering even in seasonally or permanently cold environments. For this they have
developed different adaptive mechanisms, among which this hibernation by immersion in
water, or terrestrial habitat in either a thermally isolated hibernaculum or freezing tolerance.
In the last situation, the role of cryoprotectant molecules is essential, being recognized
those who have colligative properties among anuran amphibians; the most common are

glucose, glycerol and urea.

Given the extent latitudinal and great climatic variety present in Chile, many species of its
amphibians have to confront extreme climates, which would force them to establish
mechanisms to tolerate the freezing and achieve their survival. This study analyzes the
existence of cryoprotectant molecules synthesis in Pleurodema thaul subjected to cold
thermal stress. For that, were measured plasma concentrations of glucose and glycerol
obtained using glucometer Accu-Chek Active and enzymatic methods through commercial

kit for glucose and glycerol.

The results show an increase of molecules with cryoprotective effect at individuals
undergoing cold thermal stress. However, this effect was recognized only for glucose,
which is coincident with the data presented in freeze -tolerant frogs.About glycerol, this
does not show variations attributable to thermal stress. The presence of glucose as a
mechanism of freezing tolerance has been reported as one of the most effective ways, for

rapid collection from liver glycogen.
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This way, the present study found that P. thaul, undergoing cold thermal stress, increasing
significantly plasma levels of glucose, which preliminarily would be an indicator of the

presence of an antifreeze mechanism in this species.

Key words: amphibians, cryoprotectant, glucose, glycerol.
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INTRODUCCION

1. Efecto del frio sobre los anfibios.

Dada su condicion de ectotermos, los anfibios poseen una capacidad termorreguladora
muy limitada (Navas, 1997), obteniendo desde el medio externo la energia requerida para
incrementar su temperatura corporal y asi poder ejecutar todas sus funciones metabdlicas
(Sanabria et al., 2007). Esto convierte a la temperatura en un factor selectivo de primer
orden ya que influye en la supervivencia, crecimiento y dispersion de estos individuos

(Angilletta, 2009).

La temperatura ambiente tiene un efecto en los patrones de distribucion y abundancia
de los organismos (Dunson & Travis, 1991; Tejedo et al., 2012), por lo que el nimero de
especies se ve reducido en ambientes que presentan escasa disponibilidad de recursos
térmicos y/o altos costos para aumentar la temperatura corporal, desarrollando estrategias
conductuales y fisiolégicas especiales para permanecer en este tipo de habitats (Navas,

1999).

Por otro lado, se sabe que todos los animales poseen un intervalo de temperaturas en el
cual su organismo puede alcanzar su maxima eficiencia definida por la temperatura 6ptima
de funcionamiento (aquella en donde el animal desarrolla sus funciones fisiologicas,
conductuales, reproductivas, etc.), ademas de presentar un maximo y minimo de
temperatura soportable (Eckert et al., 1991, Angilletta et al., 2002, Tejedo et al., 2012). Es
por ello, que a nivel conductual, la termorregulacion permite una rapida y econémica
adaptacion a la variabilidad espacial y temporal de la disponibilidad de recursos térmicos

(Templeton, 1982), por lo que gran parte de los anfibios termorregulan haciendo seleccion



de los microhabitats durante el dia y la noche, para generar un rango de temperatura 6ptimo
(Brattstrom, 1963). Es asi como, debido a su capacidad para mantener relativamente
constante su temperatura corporal por ciertos periodos de tiempo y a su gran capacidad de
adaptacion (Benavides et al., 2005), que los anfibios han logrado sobrevivir y permanecer
en un amplio espectro de ambientes térmicos, algunos de los cuales son extremadamente
exigentes para ellos (Anguilleta et al., 2002; Iturra-Cid, 2010; Hill et al., 2006; Hillman et
al., 2009); sin embargo, en casos extremos deben entrar en una estado de aletargamiento
para hacer frente a estas condiciones (Blaustein et al., 1994; Storey & Storey, 2001), en los
cudles la supervivencia de los individuos esta basada en diferentes mecanismos para evitar
la congelacion o bien para tolerarla, recurriendo en algunos casos a la hibernacion (Hillman

et al., 2009).

2. Tipos de hibernacion en anfibios.

La hibernacion corresponde a una respuesta fisiolégica del organismo frente a
temperaturas estacionales frias en zonas templadas o de altura, lo que implica la
congelacion total o parcial del animal en donde su metabolismo es disminuido, incluyendo
el almacenamiento de las reservas energéticas necesarias para soportar el aletargamiento, el
que puede durar semanas e incluso varios meses. Para esto, los organismos reajustan el
termostato hipotaldmico a un nuevo valor cercano al de la temperatura ambiental en la cual
se encuentra el animal (Eckert et al., 1991; Pinder et al., 1992) evitando el gasto energético

excesivo que genera el intentar mantener una temperatura corporal mas elevada.

Las especies de anfibios que viven en altas latitudes o altitudes, pasan gran parte de su

ciclo de vida, ocultos en refugios de invierno, lo que las lleva a explotar la alta



productividad generada en verano (Pinder et al., 1992; Wells, 2007). Debido a estas
condiciones los anfibios presentan mecanismos que les permiten soportar los periodos de
descenso brusco de temperaturas, encontrdndose tres formas diferentes de hibernar: i)
inmersion en el agua, ii) permanencia en tierra en un hiberndculo térmicamente aislado
donde algunos organismos se resguardan de las duras condiciones climéticas al esconderse
bajo la hojarasca o la nieve, lo que hace que las temperaturas en este microhabitat no
desciendan por debajo de los -8 °C, incluso cuando la temperatura del aire se encuentre por
debajo de -20°C, y iii) permanencia en tierra con tolerancia al congelamiento lo que se
asocia a mecanismos que impiden que los fluidos extracelulares alcancen el punto de
congelacion lo que permitiria por tanto, a los organismos sobrevivir en dichas condiciones
extremas (Pinder et al., 1992; Hill et al., 2006; Weels, 2007; Tattersall & Ultsch,

2008;Storey & Storey, 2001).

Tanto los anfibios que hibernan en agua como aquellos que lo hacen en tierra utilizan
aparentemente los mismos mecanismos para sobrevivir al invierno: la acumulacion de
reservas, el mantenimiento del metabolismo mediante la oxidacion de lipidos y el ajuste de
membranas celulares y proteinas para optimizar el metabolismo a bajas temperaturas

(Pinder et al., 1992).

3. Tolerancia al congelamiento y sobreenfriamiento: mecanismos de supervivencia

frente al frio.

La tolerancia al congelamiento se asocia a la supervivencia de muchos animales durante
el invierno y ha sido reportada como una caracteristica de cientos de especies de insectos

terrestres  (especialmente en Himenoptera, Diptera, Coleoptera y Lepidoptera),



invertebrados marinos (incluyendo moluscos, gasteropodos univalvos y bivalvos) y
también en nematodos, miriapodos y gasterépodos terrestres (Storey & Storey, 1996).
Dentro de los vertebrados, se ha reportado la tolerancia al congelamiento en anfibios y
reptiles (Storey & Storey, 1996). Sin embargo, no se conoce ningln animal que sobreviva a
la congelacion completa de sus liquidos tisulares (Eckert et al., 1991). Para poder tolerar la
congelacion del liquido extracelular los individuos presentan adaptaciones especificas que
controlan los sitios y la tasa de formacion de hielo en forma segura, evitando la ocurrencia
de posibles dafios fisicos tanto extra como intracelulares (Pinder et al., 1992; Hill et al.,

2006; Hillman et al., 2009; Storey & Storey, 1996).

Uno de los mecanismos adaptativos mas interesantes es la tolerancia al congelamiento,
que ha sido definida como la capacidad que tienen los individuos para sobrevivir a la
congelacion y descongelacién de una cantidad biolégicamente significativa de agua
corporal, que por lo general corresponde al 50% o méas de agua corporal en hielo
extracelular (Pinder et al., 1992; Storey & Storey, 1996; Hill et al., 2006; Hillman et al.,
2009; Costanzo & Lee, 2013). La mayor parte de las especies que emplean este mecanismo
son capaces de soportar la congelacién por cortos periodos (horas como maximo) con
temperaturas que van de los -1° C a los -3° C, donde la acumulacion de hielo generalmente
es menor al 20% del agua corporal total, restringiendo el hielo a los tejidos periféricos
como la piel y los masculos esqueléticos (Storey & Storey, 1996). Adicionalmente, se ha
reconocido como temperatura limite en la tolerancia de los anfibios anuros los -8°C
(Schmid, 1982). Pese a esto, los estudios han determinado que existe una baja probabilidad
de encontrar este tipo de temperaturas en los microambientes de hibernacion, los que se

encuentran principalmente bajo la hojarasca y la nieve (Schmid, 1982; Pinder et al., 1992;



Storey & Storey, 2001). Entre los anfibios que utilizan esta estrategia se encuentran
Rana sylvatica, Hyla versicolor, Pseudacris crucifer, Pseudacris triseriata, todos
habitantes de América del Norte (Pinder et al., 1992; Storey, 1990; Layne & Lee, 1987). En
estos anuros, el mecanismo bésicamente consiste en la formacion de una gran cantidad de
hielo a partir del agua presente en el liquido extracelular, lo que provoca que los solutos
contenidos en la porcién liquida se concentren, es decir, aumenta la presion osmética
extracelular. Este proceso causa un drenaje del agua desde las células, disminuyendo el
punto de congelacion intracelular. Al disminuir ain més la temperatura, continla este
proceso determinando una mayor disminucion del punto de congelacion del agua

remanente intracelular (Eckert et al., 1991).

Otros animales pueden experimentar “sobreenfriamiento”, en el cual los liquidos
corporales pueden enfriarse por debajo de su temperatura de congelacién, permaneciendo
sin congelarse debido a la ausencia de cristales de hielo (Eckert et al., 1991) por accion de
las moléculas crioprotectoras. Para los animales que experimentan sobreenfriamiento se
conocen algunas adaptaciones que apuntan a regular el cambio del volumen celular, como
es el caso de los crioprotectores coligativos, que se encargan de reducir el punto de
congelacion minimizando la crenacion celular durante la formacion de hielo extracelular.
Otro tipo de crioprotector son los conocidos como estabilizantes de membrana, que
generalmente se encuentran en bajas concentraciones y evitan que las membranas celulares
sufran la transicion liquido-gel (Pinder et al., 1992; Storey & Storey, 1996; Steiner et al.,
2000; Hill et al., 2006; Hillman et al., 2009). Ademéas del funcionamiento de los

crioprotectores, se sabe que una alta densidad de las proteinas de transporte de membrana



garantiza la rapida distribucién del crioprotector (Storey & Storey, 1996; Steiner et al.,

2000).

4. Mecanismos anticongelantes en anfibios: Los crioprotectores.

Los crioprotectores funcionan como mecanismos de proteccion al congelamiento
déandole al individuo la posibilidad de reactivar las funciones vitales después de dias o
semanas de congelacién continua; es por ello que se acumulan antes o durante el proceso de
congelacion y juegan un papel importante en la proteccion celular y tisular frente a las

lesiones producidas por el proceso de congelacion-descongelacion.

Estos constituyen una amplia gama de compuestos organicos que presentan bajo peso
molecular, alta solubilidad y permeabilidad, facil disponibilidad, compatibilidad con
macromoléculas y que son capaces de eliminar los efectos perjudiciales de la congelacion
(Storey & Storey, 1986; Storey, 1990; Layne & Lee, 1995; Storey & Storey, 1996; 2001,
Costanzo & Lee, 2013). Su funcion esta dada al agregarse a los liquidos corporales (Hill et
al., 2006), por lo que estos se introducen en los liquidos intra y extracelulares, lo que
determina el incremento de la concentracion de solutos en ambos compartimentos. Al
aumentar la cantidad de soluto en los liquidos extracelulares disminuye el punto de
congelamiento y se limita la formacion del hielo en este compartimento. Mientras que el
incremento de la concentracion de los solutos en los liquidos intracelulares limita la
cantidad de agua que debe salir de las células lograndose un equilibrio osmotico con los

liquidos extracelulares que estan concentrados (Storey & Storey, 1996; Hill et al., 2006).

Se conocen dos tipos principales de crioprotectores producidos mediante reacciones

fisioldgicas: los no coligativos y los coligativos.



Los crioprotectores no coligativos disminuyen el punto de congelacion de los liquidos
corporales debido a sus propiedades quimicas especiales. Se cree que estos compuestos
acttan por medio de la unién (enlaces débiles del tipo uniones hidrogeno) a los cristales de
hielo recién formados construyendo formas geométricas especificas que impiden el
crecimiento del hielo porque evitan que las moléculas de agua se unan entre si con libertad
y que los cristales comiencen su desarrollo. Estos pueden encontrarse diluidos y aun asi ser
muy efectivos, porque descienden el punto de congelacion varios cientos de veces méas que
la reduccion lograda solo mediante principios coligativos simples (Storey & Storey, 1996;
Steiner et al., 2000; Hill et al., 2006). Dentro de estos, se reconocen a las llamadas
proteinas anticongelantes (que pueden corresponder a proteinas de estructura primaria y
terciaria o incluso glicoproteinas). Las soluciones acuosas de proteinas anticongelantes
tipicamente tienen un punto de congelacion que es mas bajo que su punto de fusién
(histéresis), ayudando a los organismos a sobrevivir a temperaturas cercanas al punto de
congelacion del agua. Estas han sido descritas en varios tipos de organismos, como
bacterias, plantas, peces marinos polares, en algunos insectos y arafias (Storey & Storey,
1996; Sinclair et al., 2003; Antony et al., 2016). Su funcionamiento basico no impide el
crecimiento de los cristales de hielo, pero lo limitan a tamafios manejables que no
comprometen las funciones vitales de la célula. Por esta razon se las conoce también como
“proteinas reestructuradoras del hielo”. Su accion es necesaria para impedir la ocurrencia
de un inusual comportamiento del hielo conocido como recristalizacion; por lo tanto
contrarrestan la recristalizacion aprisionando a los pequefios cristales, evitando o
enlenteciendo su transformacion en cristales mas grandes y peligrosos (Hill et al., 2006;

Goodsell, 2009).



Los crioprotectores coligativos, por otra parte, disminuyen el punto de congelacion de
los liquidos corporales s6lo por medio de principios coligativos; es decir, estos disminuyen
el punto de congelacion al incrementar la concentracion total de solutos en los liquidos y no
por medio de propiedades quimicas especificas. Estos han sido descritos en los anfibios,
siendo los més recurrentemente encontrados en la literatura la glucosa, el glicerol y la urea
(Storey & Storey, 1996; Hillman et al., 2009; Costanzo & Lee, 2013). La glucosa ha sido
descrita como molécula crioprotectora en al menos seis especies de anfibios anuros: Rana
sylvatica, Lithobates catesbeianus, Pseudacris triseriata, Acris crepitans, Pseudacris
crucifer y Rhinella schneideri, especies que se encuentran en el hemisferio norte, a
excepcién de R. schneideri que presenta distribucion en Sudamérica (Steiner et al., 2000).
Mientras que la presencia de glicerol como crioprotector ha sido comprobado en Hyla
versicolor, que también presenta distribucion asociada al hemisferio norte. Respecto a la
urea, esta se ha reportado para la especie R. sylvatica. Resulta destacable la mencién de un
probable efecto crioprotector para Rhinella spinulosa en Argentina, donde Sanabria y
colaboradores (2015) reportan la conducta de sobreenfriamiento para esta especie,
argumentando posibles incrementos en los niveles de glucosa plasmaética, debido dado que
la molécula de glucosa ha sido reconocido como el més eficiente mecanismo crioprotector

a nivel tisular (Costanzo & Lee, 2013; Sanabria et al., 2015).

5. Laglucosa como crioprotector: bioquimica, regulacion y funcion.

El mecanismo de produccion de glucosa extracelular como agente crioprotector se
activa cuando el anfibio se enfrenta a condiciones de frio extremo, donde los individuos son
capaces de producir cantidades masivas de glucosa a partir de reservas de glucogeno, en

forma subita, cuando comienza la formacion de hielo en sus cuerpos (Hill et al., 2006).



Bioquimicamente, el glucégeno es una forma importante de almacenamiento de energia
quimica, por lo tanto, la glucosa que deriva de éste se moviliza facilmente en el organismo,
ya que no requiere de una reaccion anabdlica de sintesis (Layne & Lee, 1987; Jenkins &

Swanson, 2005).

La glucosa es capaz de actuar como crioprotector, tanto desde el punto de vista
metabolico como coligativo. La capacidad de tolerancia al congelamiento depende en gran
medida de los niveles de crioprotectores que pueden alcanzar los tejidos corporales (do
Amaral et al., 2013). Es asi como Storey & Storey (1986) describieron una relacion inversa
entre los niveles de glucosa plasmatica y glucdgeno del higado durante los episodios de
congelacion en Rana sylvatica, lo que sugirié que la glucogendlisis en el higado era la
fuente de este crioprotector. Esto llevé a suponer que los anfibios almacenaban glucégeno
en el higado como preparacién para la hibernacion. Por lo que las reservas de glucégeno
debian alcanzar previamente niveles necesarios para asegurar la supervivencia exitosa del
individuo, durante la congelacion que se produce en invierno (Costanzo et al., 1993;

Jenkins & Swanson, 2005).

Por tanto, la glucosa sintetizada a partir de las enormes reservas de glucdgeno hepaético,
se exporta rapidamente desde el higado a los tejidos corporales antes que la circulacion
termine (do Amaral et al., 2013), encontrandose los niveles méas altos en los érganos
principales como el corazon y cerebro y descendiendo progresivamente hacia los 6rganos y
tejidos periféricos (Storey & Storey, 1986; Pinder et al., 1992; Costanzo et al., 1993). Las
especies que acumulan glucosa inician la eliminacion de crioprotectores inmediatamente
después de la descongelacion, restaurando los niveles de glucégeno hepatico. Los ciclos

multiples de congelacion-descongelacion producen un patron de repeticion de sintesis y



degradacion del crioprotector (Storey & Storey, 1986; Pinder et al., 1992; Costanzo et al.,

1993).

La Glucogendlisis hepatica corresponde a la ruta de sintesis de la glucosa, la que
consiste en la degradacion del glucogeno a glucosa en el higado de los vertebrados, en
general. De forma simplificada, este proceso involucra como enzimas principales a la
proteina quinasa A (PKA) y su subunidad catalitica (PKAC), glucdgeno fosforilasa quinasa
(PhK), glucogeno fosforilasa (GPa y GPb), generandose una cadena de reacciones de

fosforilacion (Figura 1) (do Amaral et al., 2013).
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Figura 1: Esquema simplificado del proceso de Glucogendlisis hepatico, extraido de do

Amaral et al., 2013.

El control entre la formacion periférica de hielo y la produccién de glucosa hepatica es
indudablemente nervioso y hormonal, probablemente mediado por catecolaminas (Conlon,
1998). Los estudios con hepatocitos aislados de R. sylvatica han demostrado que la

produccion de glucosa es altamente sensible a la estimulacion por la hormona epinefrina, ya



que esta estimula rapidamente la hiperglucemia en frio (5° C). Del mismo modo se ha
comprobado para R. temporaria que no existiria un estimulo de la epinefrina en
temperaturas célidas (25° C), determinandose ademas, que la respuesta a la adrenalina
hiperglucémica es mayor en época de otofio en R. pipiens (Pinder et al., 1992; Edwards et
al., 2000). Por lo tanto, la sintesis de crioprotector por ranas tolerantes a la congelacion
puede ser una respuesta exagerada, dado que se generan grandes cantidades de glucosa
cuando la sensibilidad normal del higado aumenta frente a la estimulacion de catecolaminas

durante los meses de invierno (Pinder et al., 1992).

A nivel metabdlico se ha determinado que el mecanismo de control de la glucdgeno
fosforilasa en R. sylvatica tiene componentes diferentes. De esta manera, la activacion de la
enzima parece tener dos fases, una inmediata, con un aumento en el porcentaje de la enzima
en una forma activa, iniciada luego de 2 minutos de exposicion al congelamiento y que se
completa en 30 a 60 minutos, y una posterior, con un aumento mas lento en la actividad
total de la fosforilasa después de aproximadamente 30 minutos de exposicién a la
congelacion y que persiste durante varias horas. En general, el contenido de la fosforilasa
en el higado puede elevarse desde siete hasta trece veces para apoyar las tasas de sintesis de
glucosa. El control de la activacién de la glucégeno fosforilasa en el higado R. sylvatica se
da través de la fosforilacion de proteinas (Pinder et al., 1992; Costanzo et al., 1993).
Debido a estas caracteristicas, la glucosa se torna en un crioprotector, que parece ventajoso
para la reanudacion de la funcién metabolica después de la congelacion. Estudios in vitro
con tejidos de corazon aislado de R. sylvatica han demostrado que la contractilidad se
recuperd despues de la congelacion sélo cuando el tejido se congela en presencia de

glucosa (Pinder et al., 1992).



6. Funcionamiento del glicerol como crioprotector

Otro crioprotector descrito en anfibios corresponde al glicerol (Storey y Storey, 2001,

2005). Sin embargo, su presencia solo ha sido comprobada en Hyla versicolor.

Hillman y Colaboradores (2009) indican que el frio actuaria estimulando la sintesis de
glicerol durante otofio y finales de invierno, por lo tanto, H. versicolor aumentaria las
concentraciones de glicerol al verse enfrentada a condiciones térmicas bajas, por lo que esta
molécula presenta una significancia coligativa en la proteccion térmica frente al frio. Lo
que ocurre en esta especie es tolerancia al congelamiento extracelular evitando el
congelamiento intracelular a través de la liberacion de glicerol en sus tejidos, generandose
un incremento abrupto de este en el plasma sanguineo (Storey & Storey, 2005; Costanzo &
Lee, 2013). De esa forma, el hielo queda afuera de las células, quitandoles el agua y
dejando en ellas una solucion densamente azucarada. Sin embargo, esto no serviria de
mucho si los drganos de la Hyla versicolor no tuvieran la capacidad de vivir sin oxigeno
por un tiempo, ademas de poseer la capacidad de recuperarse frente a los eventuales dafios
que puede ocasionar la produccion de hielo interno. Son estas caracteristicas las que
posibilitan a la especie para sobrevivir varios dias a bajas temperaturas (-6°C) (Storey &

Storey, 2005; Layne & Lee, 1987).

En lo que se refiere al aumento y la eliminacion del glicerol, durante el congelamiento y
descongelamiento respectivamente, los autores sugieren que puede ser menos mavil que la
glucosa y parece estar mucho més uniformemente distribuido entre los érganos (Pinder et
al., 1992). Adicionalmente, se ha descrito que una vez terminado el congelamiento, las

concentraciones de glicerol continGan elevadas durante varias semanas. Esto ha llevado a



los investigadores a pensar que existe un depoésito inerte de glicerol en H. versicolor
durante los meses de invierno (Layne & Lee, 1987; Pinder et al., 1992; Hillman et al.,

2009).

7. Pleurodema thaul como modelo de estudio.

Pleurodema thaul, llamada comtinmente “sapito de cuatro ojos”, corresponde a una
especie de anuro nativa del sur de Sud America, descrita para Chile y Argentina. En Chile,
es uno de los anfibios mas abundantes (Diaz-Pédez & Ortiz, 2001) debido a que ha logrado
adaptarse a distintos tipos de hébitats, presentando una amplia distribucion latitudinal,
delimitada entre Carrera Pinto, Region de Atacama (27° 06' S, 69° 53' W) en el norte
(Correa et al., 2007), hasta Aysén (45 °© 30'S, 70 ° 20'W) en el sur (Cei, 1962; Diaz-Paez &
Ortiz, 2001; Duellman & Veloso, 1977; Iturra-Cid, 2010; Victoriano et al.,1995), y desde la
costa hasta 3125 m (Correa et.al.,2010). Se encuentra asociado a ambientes xeromorfos,
mesomarficos, regiones andinas y patagonicas higromorficas (lturra-Cid 2010). En lo que a
su estado de conservacion concierne, esta especie ha sido categorizada como especie Casi
Amenazada de acuerdo al Reglamento de Clasificacion de Especies (RCE) del Ministerio

del Medio Ambiente (http://www.mma.qgob.cl/clasificacionespecies/index2.htm), mientras

que la lista roja de especies amenazadas propuesta por la UICN para el afio 2015 la
categoriza como Preocupacion Menor (LC) en vista de su amplia distribucion, tolerancia de
una amplia gama de  habitats y la  gran poblacion presunta

(http://www.iucnredlist.org/details/57291/0).

Esta especie es capaz de vivir en ambientes de gran altitud, donde se sabe que las

condiciones del entorno pueden llegar a ser extremas desde el punto de vista térmico, tanto


http://www.mma.gob.cl/clasificacionespecies/index2.htm
http://www.iucnredlist.org/details/57291/0

por las bajas temperaturas como por las altas temperaturas. (Sommaruga, 2001). De
acuerdo a Navas (1997) existen anfibios que logran permanecer en estos ambientes, debido
a su capacidad para soportar la alta variabilidad térmica frente a las frecuentes temperaturas
criticas minimas, la elevada radiacion ultravioleta dada por la altura y la presencia de hielo

y nieve durante gran parte del afio.

Sin embargo, una de las caracteristicas mas importantes en estos ambientes es la
presencia de una multitud de microhdbitats y microclimas que surgen de la interaccion del
relieve y la pendiente del suelo con la radiacion solar y el viento. Estos microhabitats y
microclimas son explotados por varias especies de plantas y animales (Logares, 2003). Para
los anuros, Navas (1996) reconocié que las especies presentes en la zona alta de la
Cordillera de los Andes de Colombia, realizaban una seleccion de diferentes microhabitats

de acuerdo al periodo del dia, y con esto lograban reducir la exposicién al estrés térmico.

En el caso de P. thaul, es poco lo que se sabe; lturra-Cid (2010) analizé una pequefia
fraccion de los aspectos térmicos descriptivos en condiciones naturales y experimentales,
como lo son la temperatura de preferencia (Tp), las temperaturas criticas maxima (TCmax)
y minima (TCmin), las tasas de calentamiento (Tcal) y enfriamiento (Tenfr), asociadas a
variacion geografica (tres poblaciones ubicadas a diferentes latitudes dentro de Chile),
ademas del registro de la temperatura corporal, de sustrato y el aire durante épocas

invernales (Iturra-Cid et al., 2014).

Si bien es cierto que lturra-Cid y colaboradores (2014) reconoce la capacidad de P.
thaul para hibernar, no existen trabajos relacionados con la descripcion de los procesos

involucrados en la hibernacion en esta especie, ni con los mecanismos que esta utilizaria



para sobrellevar el estrés producido por el frio. Es por ello que resulta interesante
identificar si esta especie presenta mecanismos que le permitan sobrevivir en condiciones

térmicas de congelamiento, via la produccion de crioprotectores coligativos.

En Chile a la fecha no se han realizado, en anuros, estudios especificos acerca de
tolerancia al congelamiento y/o sobreenfriamiento y tampoco existen estudios atingentes a
la posible presencia de los crioprotectores, aun cuando existen especies, cuya distribucion

latitudinal y altitudinal las enfrenta a ambientes extremos, como es el caso de P. thaul.



HIPOTESIS

Diversos estudios han demostrado la presencia de crioprotetores de tipo
coligativo en anfibios. Ademas, se sabe que los anfibios que hibernan en condicion de
congelamiento presentan diversas moléculas que actGan como crioprotectores,
habiéndose determinado a la glucosa como la molécula mas recurrente con efecto

crioprotector en anuros.

En Chile P. thaul es la especie de anuro con mayor distribucién latitudinal y una
de las que tiene mayor rango altitudinal por lo que se ve enfrentada a diversos
ambientes, algunos de los cuales son extremos, encontrdndose en algunos casos con
climas asociados a frio y nieve. Por lo tanto, es esperable que en esta especie se
evidencien mecanismos crioprotectores al ser sometidos a estrés por frio. En base a lo

anterior, se establecen las siguientes hipotesis:

Hi: Bajo condiciones de estrés térmico por frio Pleurodema thaul presenta un

incremento en los niveles plasmaticos de moléculas con accion crioprotectora.

H2: De las moléculas descritas con efecto crioprotector, P. thaul utiliza como

principal molécula criprotectora a la glucosa.



PREDICCIONES

» Se espera que los niveles plasméticos de crioprotectores (glucosa y/o glicerol) se

incrementen al enfrentar a individuos de P. thaul a estrés por frio.

» Se espera que los individuos de P. thaul sometidos a una temperatura de
aclimatacion menor (5°C) presenten mayores niveles plasmaticos de
crioprotectores (glucosa y glicerol) que los individuos sometidos a una

temperatura de aclimatacion mayor (25°C).

» Se espera que la variacion en los niveles plasmaticos de las moléculas
crioprotectoras sea mayor en los individuos de P. thaul sometidos a una
temperatura de aclimatacion mayor (25°C) en comparacién a individuos
sometidos a una temperatura de aclimatacion menor (5°C), por cuanto estos ya
habrian elevado sus niveles plasmaticos de crioprotector por efecto de la

temperatura de aclimatacion.



OBJETIVOS DE TRABAJO

1. Obijetivo general:

Reconocer el uso de moléculas crioprotectoras por parte de individuos de P. thaul

sometidos a estrés térmico por frio.

2. Objetivos especificos:

1. Cuantificar la tolerancia de individuos adultos de P. thaul a condiciones de estrés

térmico por frio.

2. Comparar las variaciones en las concentraciones plasmaticas de los crioprotectores
(glucosa y glicerol) en individuos expuestos a diferentes condiciones térmicas

(25°C, 5°C) y cotejarlas con condiciones ambientales normales.

3. Determinar si la talla y/o masa corporal de los individuos influye en las variaciones

plasmaéticas de los crioprotectores glucosa y glicerol.

4. Establecer si la especie utiliza solo un crioprotector o es capaz de utilizar glucosa y

glicerol como crioprotectores, al ser sometida a estrés por frio.



METODOLOGIA

1. Area de estudio:

Los individuos de P. thaul capturados proceden de la localidad de Antuco,
especificamente del sector Los Pangues, Region del Biobio, Chile (37°23°38’S;
71°26°16°°0) (Figura 2). Esta area fue seleccionada por sus caracteristicas climaticas, dado
que al ser esta un &rea de altura (1024 m.s.n.m.), presenta condiciones ambientales que son
consideradas extremas para los anfibios, con temperaturas minimas bajo los 0°C en época

invernal.
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Figura 2. Ubicacion geogréafica del area de captura de los individuos de P. thaul.
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2.

3.

Caracteristicas de la localidad:

Sector Los Pangues, Antuco: presenta un clima de transicion entre mediterraneo y

templado himedo hacia el sur, mientras que en altura presenta clima frio. Las
precipitaciones caen en forma de nieve, entre los meses de junio a septiembre y de agua
[luvias en el resto del afio, con una concentracion maxima entre mayo y agosto (55%) y
un 9% entre enero y marzo. Las temperaturas son extremas y disminuyen sus promedios
por efecto de la altura (CONAF, 1993). La temperatura media maxima anual registrada
es de 14°C y la minima es de -0,9°C, con una temperatura media anual de 6,8°C (Luebert
& Pliscoff, 2006). La zona de colecta se encuentra ubicada en la entrada Oeste del
Parque Nacional Laguna del Laja. La vegetacion se caracteriza por ser un bosque
homogéneo de ciprés de la cordillera (Austrocedrus chilensis), acompafiado en menor
grado con especies tales como el radal (Lomatia hirsuta) y un sotobosque abierto
compuesto principalmente de herbaceas y especies arbustivas como el radal enano

(Orites myrtoidea) y el maitén de Chubut (Maytenus chubutensis) (CONAF, 1993).

Fase de captura:

Las colectas de individuos se realizaron durante el periodo de verano - otoiio del

afio 2015. La captura se llevo a cabo en forma manual a través de la técnica de basqueda de

refugios utilizados por los anfibios y encuentro visual (Donnelly et al., 1994). Para la

manipulacion de los especimenes se utilizaron las medidas establecidas en el “Protocolo

para el control de enfermedades infecciosas de Anfibios durante estudios de campo” (Lobos

et al. 2012), el cual establece que tanto el calzado como vestimenta utilizada en terreno por

el recolector, deben ser limpiados y desinfectados antes y después de realizar la



experiencia, con abundante agua y posteriormente el calzado debera ser sumergido en una
solucién desinfectante de virkon 1% (10 g/l, DuPont Animal Health Solutions) por un
minuto (como alternativa se podra utilizar solucion de cloro (hipoclorito de sodio al 4%).
Para la manipulacién de cada individuo se deben utilizar guantes de nitrilo (guantes azules)
o latex (sin talco) desechables y una vez finalizada la manipulacién de los individuos, todo
el material utilizado debe ser dispuesto en bolsas plésticas para su posterior desinfeccion o

eliminacion.

Veinte individuos adultos fueron colectados, posterior a su captura se implementd
el disefio experimental en laboratorio. Durante la captura, cada individuo fue depositado
dentro de bolsas herméticas, para posteriormente ser transportados en cajas de pequefio
tamafio habilitadas (con orificios de respiracion y papel absorbente humedecido) como

contenedor individual y asi evitar algin dafio fisico o la muerte del animal.

Adicionalmente cada individuo fue sexado mediante observacién de caracteres
sexuales externos. Se midié y registrd su temperatura corporal mediante termdmetro
infrarrojo Fluke 62 mini IR thermometer (°C) y su masa corporal mediante balanza digital
OHAUS YA-100 de precision 0,01 g. El largo corporal fue registrado desde el hocico al
urostilo (Cei, 1962) mediante un pie de metro digital Mitutoyo 6” de precision 0,01 mm

(ver ANEXO 1).
4. Fase de Cautiverio y Aclimatacion:

Los anfibios se mantuvieron en cautiverio por un periodo total de un afio en el
Laboratorio de Ecofisiologia de Herpetozoos de la Universidad de Concepcion Los

Angeles, el cual esta acondicionado con control de temperatura, himedad y fotoperiodo.



Al llegar los individuos fueron depositados en terrarios individuales durante una
semana para evitar el contagio de agentes patogénicos entre ellos, proveyendo a cada
terrario de condiciones similares a las de su habitat. Posteriormente, se agruparon en
terrarios grupales de 15 cm de ancho x 30 cm de largo y 20 cm de alto, esto a fin de
disminuir el estrés. Se alimentaron tres veces por semana con una dieta compuesta de

gusanos de tebos, larvas de tenebrios y adultos de mosca del vinagre.

Para la identificacion individual se utilizd el reconocimiento fotogréfico
(Bradfield, 2004; Kenyon et. al., 2009 y 2010), que consiste en un tipo de marcaje natural
no invasivo que evita las desventajas generadas con las marcas artificiales como estrés,
infecciones, lesiones corporales, entre otras. Las fotografias fueron tomadas para registrar
el patron dorsal de manchas y colores de los individuos con cdmara Cybertshot Sony DSC-

H2 una vez por mes y archivadas en formato jpg.

5. Fase Experimental:

5.1. Protocolo de estrés térmico por frio:

Para verificar si P. thaul era capaz de soportar el estrés por frio mediante la

utilizacion de crioprotectores (glucosa y glicerol) se ejecutd el siguiente protocolo.

Para la experimentacion la muestra fue separada en dos grupos de n=4 y cuatro
grupos de n=3. Los dos grupos de n=4 fueron colocados bajo condiciones controladas
dentro del laboratorio, aclimatandose por un periodo minimo de 4 semanas a 25°C y una
humedad relativa del 60%, en un régimen de fotoperiodo 14 horas luz y 10 horas oscuridad

(simulando las condiciones ambientales promedio de primavera - verano). Dos grupos de



n=3 fueron aclimatados a 5°C, humedad relativa del 60% y fotoperiodo 8 horas luz y 16
horas oscuridad (simulando las condiciones ambientales promedio de otofio-invierno).
Finalmente, dos grupos de n=3 fueron sometidos a condiciones ambientales normales (no
controladas), para lo cual los terrarios se dejaron en un espacio abierto acondicionado para
la supervivencia de los individuos y que simula las condiciones naturales de su hébitat
donde la temperatura, himedad y fotoperiodo corresponden a las fluctuaciones diarias
normales de Los Angeles (Nowakowska et al., 2011). Todos los individuos asignados a

cada tratamiento fueron escogidos de forma aleatoria (Figura 3).
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Figura 3: Diagrama de la organizacién de los individuos sometidos al protocolo de

experimentacion.
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Previo a cada experimentacion, se registré la masa corporal y el largo hocico -
cloaca de cada individuo, ademas de la Temperatura Corporal experimental (Tcexp) que
corresponde a la temperatura corporal determinada en condiciones de laboratorio. Esta se
registrd desde el dorso del animal mediante Termometro Infrarrojo (Fluke 62 mini IR

thermometer, 0,1°C de precision).

Se consider6 en cada caso como la Temperatura Corporal inicial (Tci) a aquella
registrada al inicio de la experimentacion y como Temperatura Corporal final (Tcf) a la

registrada al finalizar la experimentacion.

Para efectuar el protocolo de estrés térmico por frio, cada individuo fue puesto
dentro de una caja plastica provista de respiracion y papel absorbente himedo, la que fue
trasladada al interior de un sistema de refrigeracion el que se mantuvo a una temperatura
constante de aproximadamente de 0°C, simulando las temperaturas ambientales que se
pueden encontrar durante época invernal. La temperatura del sistema fue controlada con un
termotester (Eosun EM Digital multimeter 18 high performance). Los animales
permanecieron bajo estas condiciones durante cuatro horas (Pinder et al., 1992) (Figura 4).
Para evitar el deceso de los animales, se revisé durante el proceso el estado del animal cada
hora. Una vez concluido el experimento, los anfibios fueron retornados a los terrarios,
donde se mantuvieron sin nuevas experimentaciones durante una semana. Esto tuvo por
finalidad, permitir la recuperacion del animal y retornar a sus condiciones fisiologicas

normales (Storey & Storey, 1986; Layne et al., 1996).
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Figura 4: Esquema del protocolo de estrés térmico por frio.

En promedio, la experimentacion duro 4 meses, en los que se realizaron 2 eventos
de experimentaciéon mensual (lturra-Cid, 2010), manteniendo siempre una semana de

“descanso” (sin experimentacion) para cada animal. (Figura 5).
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Figura 5: Disefio experimental mensual del protocolo de estrés térmico por frio aplicado a

los individuos de P. thaul.
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5.2. Determinacién de la concentracion de glucosa:

Para determinar los niveles de glucosa en la sangre, se realiz6 una puncion con
jeringa de insulina de 50 unidades y capacidad 0,5 ml en la vena ventral del individuo,
extrayendo una gota de sangre (menor al 0,1% de su peso corporal) (Tapley et al., 2011;
Allender et al., 2008) la que fue incorporada en la cinta de lectura del glucémetro Accu-
Chek Active. Esta metodologia fue corroborada enziméaticamente usando un kit comercial
(Spinreact). Para realizar este ultimo proceso, las muestras de sangre fueron centrifugadas a
8.000 Gx durante 10 a 15 minutos (cuando las fases, plasma y células, se separan). Se
utilizaron 10 ul del sobrenadante (plasma) para realizar la reaccion enzimatica, la que fue
incubada a T° ambiente por 20 minutos y fuera del contacto con la luz, llevandola
finalmente a espectrofotometria a 505nm (Espectrofotdmetro UV-VIS Genesys™10,
THERMO, precisién 1,0nm). Las medidas fueron registradas al inicio del protocolo de
estrés por frio para cada individuo, denominandose nivel de glucosa inicial (Glui) y al
finalizar este, medida que corresponde al nivel de glucosa final (Gluf) (una vez
transcurridas 4 horas de estrés térmico). Las concentraciones de glucosa fueron expresadas

en mg/dL.

5.3. Determinacion de la concentracion de glicerol:

Esta medida se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Nowakowska et al.
(2011), para ello se extrajo 0,1 ml de sangre mediante puncion en la vena ventral del
individuo, como se describié anteriormente. Las concentraciones de glicerol en plasma
sanguineo fueron testeadas enzimaticamente usando un kit comercial (BioSystems). Para

ello las muestras sanguineas fueron centrifugadas a 8.000 Gx durante 10 a 15 minutos



(cuando las fases se separan), utilizando 10 ul. del sobrenadante (plasma). Para realizar la
reaccion enzimaética, la muestra fue incubada a T° ambiente por 20 minutos y fuera del
contacto con la luz, llevidndose finalmente a espectrofotometria a 500 nm
(Espectrofotometro  UV-VIS  Genesys™10, THERMO, precision 1,0 nm). Las
concentraciones de glicerol fueron expresadas en mg/dL. Al igual que con la glucosa, los

niveles de glicerol fueron medidos al inicio y término del protocolo de estrés por frio.

Una vez realizadas todas las fases experimentales los animales fueron trasladados
a terrarios dispuestos en condiciones ambientales normales y se contemplé una salida para
efectuar la liberacion de los anuros, ya que estos deben ser devueltos a su hébitat original

con el fin de preservar la especie y no alterar en demasia la dindmica de poblaciones.

6. Analisis estadisticos

Debido al pequefio tamafio de la muestra, solo se utilizaron andlisis no
paramétricos. De esta manera, para analizar masa y tamafio corporal entre los grupos (5°C,
25°C y T° ambiente), asi como los cambios en las respuestas entre tratamientos se utilizo
Kruskal - Wallis. Mientras que para determinar la existencia de variaciones en las
concentraciones plasmaticas inicial y final, tanto de glicerol como de glucosa en cada uno
de los tratamientos de aclimatacion y la relacion entre descenso de temperatura corporal
(Tcexp) e incremento de glicerol y/o glucosa plasmatica, se utilizé el test estadistico
Wilcoxon. Entre los objetivos del presente estudio se encontraba la verificacion de los
métodos de analisis para la glucosa, por lo cual se utilizo la correlacion de Spearman para
determinar la correspondencia entre las concentraciones plasmaticas de glucosa obtenidas

mediante el glucometro Accu-Chek Active y el método enzimatico.



RESULTADOS

1. Anélisis de las variables masa - tamafio corporal.

Al analizar las variables masa y tamafo corporal en los tres grupos de aclimatacion,
no se detectaron diferencias significativas, para ello se aplicd la prueba estadistica no
paramétrica Kruskal - Wallis, (ANEXO 2) X? =1,51; P > 0,05 y X2 =5,035; P > 0,05,

respectivamente.

2. Variaciones de los niveles plasmaticos de glicerol.

2.1.  Grupos sin someter al protocolo de estrés térmico por frio.

Para determinar la existencia de variaciones en las concentraciones plasmaticas de
glicerol (mg/dL), en los tres tratamientos de aclimatacion (Figura. 6), los datos obtenidos
fueron sometidos al analisis no paramétrico Wilcoxon, el cual indica la ausencia de
cambios significativos entre los niveles plasmaticos de glicerol inicial (Gi) y final (Gf) (5°C
Zgi-cf -0,119; P > 0,05, 25°C Zgi-en -0,355; P > 0,05, Temperatura ambiente Zi-cf -

0,834; P > 0,05).

Ademéas se compararon los niveles plasméaticos de Gi y Gf entre los tres
tratamientos de aclimatacion, para lo cual se aplico el test no paramétrico Kruskal - Wallis,

el que indico la ausencia de diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 1).
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Figura 6: Niveles de glicerol plasméatico (mg/dL) en individuos de P.thaul sin someter al

2

protocolo de estrés térmico por frio, mantenidos en los tres tratamientos de aclimatacion.

En rojo concentracion inicial (Gi) y en azul concentracion final (Gf).

2.2.  Grupos sometidos al protocolo de estrés térmico por frio.

Se analizaron las concentraciones plasmaticas de glicerol (mg/dL) antes del
tratamiento y post-tratamiento (Figura 7) mediante el analisis estadistico no paramétrico
Wilcoxon, el cual indica la ausencia de diferencias significativas entre Gi y Gf (5°C Zi-cf
-1,103; P > 0,05, 25°C Zi-ef -1,471; P > 0,05, Temperatura ambiente Zi-cfn -0,9; P >

0,05)

En este caso también se aplic el test no paramétrico Kruskal - Wallis para
determinar la existencia de diferencias entre los niveles plasmaticos de Gi y Gf entre los
tres tratamientos de aclimatacion (5°C, 25°C y T° ambiente), determinandose la ausencia

de diferencias significativas (Tabla 1).
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Figura 7: Concentraciones de glicerol plasmatico (mg/dL) en individuos de P.thaul
sometidos al protocolo de estres térmico por frio. En rojo concentracion inicial (Gi) y en

azul concentracion final (Gf) para los tres tratamientos de aclimatacion.

Finalmente, para determinar una relacion entre descenso de temperatura corporal
(Tcexp) e incremento de glicerol plasmatico (G) se aplico el test no paramétrico Wilcoxon,
tanto en los individuos mantenidos a 25°C (Z 1.6-1,130; P > 0,05), los mantenidos a 5°C (Z
1.6 -3,498; P < 0,005) y aquellos a temperatura ambiente (Z 1.¢ -0,174; P > 0,05), con lo
que se descarté esta relacion para los individuos aclimatados a 25°C y T° ambiente, ya que
las variaciones no son significativas. Sin embargo, los individuos mantenidos a 5°C
presentan una variacion significativa en este parametro, por lo que los individuos
aclimatados a menores temperaturas manifiestan un aumento en sus niveles de glicerol

plasmatico al ser sometidos al protocolo de estrés por frio (Figura 8).
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Figura 8: Variaciones en los niveles de glicerol inicial (Gi) (temperatura de aclimatacion) y
glicerol final (Gf) (temperatura de 0°C) en individuos de P.thaul sometidos al protocolo de

estrés térmico por frio, en los tres tratamientos aplicados a la muestra.

3. Correlacion entre las mediciones de glucosa con el método enzimatico Spinreact y

glucometro Accu-Chek Active.

Para determinar la correspondencia entre las concentraciones plasmaticas de glucosa
obtenidas mediante la utilizacion del glucometro Accu-Chek Active y el método
enzimatico con el kit comercial Spinreact, se utilizo el Coeficiente de Correlacion de
Spearman, encontrandose una correlacion significativa entre ambas medidas cuando se
compararon los niveles iniciales rs 0,892; P < 0,001; los niveles finales rs0,966; P < 0,001 y

las medidas en conjunto rs 0,936; P < 0,001, corroborando que los datos obtenidos con



ambos métodos no presentan diferencias significativas (Figura 9), esto resulta de suma
importancia porque avala la utilizacion del glucometro, método que puede ser manipulado

en terreno y que resulta menos invasivo para los individuos (utiliza un menor volumen

sanguineo)
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Figura 9: a) Correlacion entre los niveles de glucosa plasmatica inicial (mg/dL) en todos los
tratamientos, medida con el glucometro Accu-Check Active y el método enzimatico con el
kit Spinreact. b) Correlacion entre los niveles de glucosa plasmatica final (mg/dL) en todos

los tratamientos, medida con el glucometro Accu-Check Active y el método enzimatico con
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el kit Spinreact. ¢) Correlacion entre los niveles de glucosa plasmatica total (inicial y final)
(mg/dL) en todos los tratamientos, medida con el glucometro Accu-Check Active y el

meétodo enzimatico con el kit Spinreact.

4. Variaciones de los niveles plasmaticos de glucosa.

4.1.  Grupos sin someter al protocolo de estrés térmico por frio.

Para determinar la existencia de variaciones en las concentraciones plasmaticas de
glucosa (mg/dL), en los tres tratamientos de aclimatacion (Figura. 10), los datos obtenidos
fueron sometidos al anlisis no paramétrico Wilcoxon, el que indica la ausencia de cambios
significativos entre los niveles plasmaticos de glucosa inicial (Glui) y final (Gluf) (5°C
Zcui-clup -1,363; P> 0,05, 25°C Zcui-clun -0,086; P> 0,05 y Temperatura ambiente Zuui-

cuf) -0,408; P> 0,05).

Adicionalmente, se compararon los niveles plasmaticos de Glui y Gluf entre los
tres tratamientos de aclimatacion (5°C, 25°C y T° ambiente), para lo cual se aplico el test
no paramétrico Kruskal - Wallis, el que indico la presencia de diferencias significativas

entre tratamientos (Tabla 1).
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Figura 10: Niveles de glucosa plasmatica (mg/dL) inicial (Glui) en rojo y final (Gluf) en
azul, en individuos de P.thaul sometidos a los tres tratamientos de aclimatacion, que no

fueron expuestos al protocolo de estrés por frio.

4.2.  Grupos sometidos al protocolo de estrés térmico por frio.

Se analizaron las concentraciones plasmaticas de glucosa (mg/dL) antes del
tratamiento y post-tratamiento (Figura 11) mediante el andlisis estadistico no paramétrico
Wilcoxon, el cual confirmo la existencia de diferencias significativas entre los niveles
plasméaticos de Glui y Gluf (5°C ZGui-cun -3,724; P < 0,001, 25°C ZGui-ciuf -4,458; P <
0,001 y Temperatura ambiente Zcui-cluf) -3,296; P < 0,001).

Las diferencias que se pueden apreciar graficamente entre los Glui y los Gluf de los tres

tratamientos de aclimatacion (5°C, 25°C y T° ambiente), fueron confirmadas mediante el
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test no paramétrico Kruskal - Wallis, que indicé la existencia de diferencias significativas

entre los tratamientos (Tabla 1).

Aclimatacion
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Figura 11: Concentraciones de glucosa plasmatica (mg/dL) inicial (Glui) en rojo y final
(Gluf) en azul en individuos de P.thaul sometido a los tres tratamientos de aclimatacion y

expuestos al protocolo de estrés por frio.

Finalmente, se encontr6 concordancia entre el descenso de temperatura y el aumento de
glucosa plasmatica, en todos los tratamientos de aclimatacion (Figura 12), para confirmar
esto también se utilizé el test Wilcoxon para el grupo mantenido a 25°C (Z temp-Gluc -3,884;
P < 0,001), a 5°C (Z Temp-Gluc -3,662; P < 0,001) y a T° ambiente (Z Temp-cluc -4, 309; P <
0,001), demostrandose en todos los casos la existencia de diferencias muy significativas.
Esto demuestra una relacion inversa, en donde las dos variables presentan una alta
dependencia, para este caso cuando disminuye la temperatura corporal los niveles de

glucosa plasmaética aumentan en proporcién constante (Figura 12).
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Esta correlacion negativa es mayor en los individuos aclimatados a 25°C y a T°
ambiente; es decir, los niveles de glucosa plasméatica aumentaron méas en estos grupos
cuando fueron sometidos a estrés por frio (0°C). En el grupo aclimatado a 5°C, también se
encontrd una correlacion negativa significativa; sin embargo esta fue menor; es decir, los
niveles de glucosa plasmatica no aumentaron radicalmente al someter a los individuos a
estrés por frio. Con esto queda manifiesto que los individuos son capaces de modificar sus
niveles de glucosa plasmaticos entre el inicio del experimento (Temperatura inicial) y el

final de este (Temperatura final cercana a 0°C).
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Figura 12: Variaciones en los niveles de glucosa inicial (Glui) (temperatura de
aclimatacion) y glucosa final (Gluf) (temperatura de 0°C) en individuos de P.thaul
sometidos al protocolo de estrés térmico por frio, en los tres tratamientos aplicados a la

muestra.



Tabla 1: Concentraciones de glicerol y glucosa. Se analizan datos para variaciones de
glicerol inicial (Gi) y final (Gf), asi como para las variaciones de glucosa inicial (Glui) y
final (Gluf) en Pleurodema thaul, agrupados por tratamiento (5°C, 25°C y T° ambiente).
Valores son dados como media £ DS (desviacion estandar). Analisis de test de Wilcoxon
para las diferencias en glucosa dentro de cada tratamiento son representados con valor de
(2). Andlisis de test de Kruskal-Wallis para comparar las variaciones entre grupos de

tratamiento son representados como X? (NS: no significativo, *P <0.05, **P <0.005, ***P

<0.001).
5°C 25°C T° ambiente | X2

Sin  someter Gi 20,32+8,45 | 1554+11,05 | 23,0+10,43 3,070 NS
a estrés por Gf 20,17+9,40 14,98+12,72 21,67+9,19 2,492NS
frio -0,119N8 -0,355N8 -0,834Ns
Sometido a Gi 7,01+6,04 7,21+6,94 10,42+11,99 | 0,444NS
estrés  por Gf 9,22+5,82 11,5+10,35 10,98+9,93 0,078Ns
frio -1,103\s 14/ T -0,9NS
Sin  someter Glui | 12,82+6,59 | 23,64+6,26 31,58+11,74 | 26,883***
a estrés por Gluf | 14,51+4,82 24,64+6,16 29,19+8,57 26,600***
frio -1,363NS -0,086MN° -0,408N°
Sometido a Glui | 7,37+3,70 22,55+6,53 26,42+8,23 34,968***
estrés  por Gluf | 17,72+ 6,14 | 43,07£13,55 46,91+15,84 | 31,830***
frio -3,724%** -4,458%** -3,296***




DISCUSION

La fisiologia térmica de anfibios anuros es una tematica que ha sido tratada desde
distintas perspectivas como la termorregulacion, metabolismo, temperaturas corporales de
campo, hibernacion, tolerancia al congelamiento, entre otras, existiendo multiples estudios
al respecto (Brattstrom, 1963; Eckert et al., 1991; Angilletta et al., 2002; Sanabria et al.,
2003; 2007; Storey & Storey, 2005; Logares & Ubeda, 2006; Angilletta, 2009; Vidal &
Labra, 2008, Iturra-Cid et al., 2014). En lo que concierne al tépico de crioproteccion, la
mayor parte de la literatura se concentra en trabajos realizados en especies de ambientes
extremos del Hemisferio Norte, donde destacan los trabajos que abordan los mecanismos
de tolerancia al congelamiento en Rana sylvatica, Pseudacris crucifer, Pseudacris
triseriata e Hyla versicolor (Storey & Storey, 1996; Wells, 2007; Costanzo & Lee, 2013).
Sin embargo, en el Hemisferio Sur este topico ha sido poco estudiado (Felton et al., 2009),
aun cuando se han realizado algunas menciones de su presencia (Steiner et al., 2000;

Sanabria et al., 2015).

Se sabe que los anuros regulan su temperatura corporal por el equilibrio logrado con
las condiciones térmicas del exterior (Pinder et al., 1992; Hill et al., 2006; Vidal & Labra,
2008); sin embargo, existen algunas especies capaces de habitar ambientes extremos, como
grandes altitudes o latitudes, donde las bajas temperaturas, aumento de la frecuencia de
heladas, presion atmosférica baja y la alta radiacion solar incidente, suponen un dificil
entorno térmico para ellos. Aquellos anfibios que explotan tales habitats presentan
caracteristicas fisiologicas y de comportamiento que reflejan las dificiles condiciones del
medio (Navas, 1999), lo que puede resultar en un periodo de actividad reducida y lentitud

en los procesos fisioldgicos que deben desarrollar, esto dado por la exposicion constante a



temperaturas bajo cero (Muir et al., 2014), las que incluso pueden ser diarias (Navas 1996).
De aqui la importancia de poseer algin mecanismo que les ayude a la supervivencia

invernal, confiriéndole tolerancia a la congelacion (Storey & Storey, 1996; 2005).

Pese a la amplia informacion que ha indicado la existencia de tolerancia a la
congelacion en diversos taxa animal (Storey & Storey, 1986; 1996; Sinclair et al., 2003;
Antony et al., 2016), los mecanismos que permiten a los anfibios tolerar condiciones de
congelamiento no se han analizado a cabalidad. En Sudamérica recientemente, Sanabria y
colaboradores (2015), indican la posibilidad de que Rhinella spinulosa utilice mecanismos
de crioproteccion, que le permite tolerar las condiciones extremas de sus habitats, aludiendo
a una posible alza en los niveles de glucosa plasmatica, sin embargo, esto no ha sido

confirmado.

En Chile, los estudios de fisiologia térmica en anuros, han indagado en aspectos
tales como los limites térmicos de tolerancia, Temperaturas de Seleccion (Tsel.),
Temperaturas Criticas méaximas (TCmax.) y minimas (TCmin.), Tasas de Calentamiento y
Enfriamiento en las especies de Calyptocephalella gayi, Pleurodema thaul, P. bufonina,
Batrachyla taeniata y Rhinella spinulosa (Benavides, 2003; Lambrinos & Kleier, 2003;
Iturra - Cid & Ortiz, 2010; Navas et al.,2010; Nova, 2010; Iturra - Cid et al., 2014),
quedado excluidos los aspectos de tolerancia al congelamiento y crioproteccion. Resulta
destacable la reciente informacion de probables mecanismos de crioproteccion en R.
spinulosa (Sanabria et.al., 2015), especie que también se encuentra presente en territorio
chileno, lo que abre la posibilidad de que estos mecanismos también se expresen en otras

especies que habitan lugares de condiciones climaticas extremas.



Las condiciones climéticas a lo largo de Chile son muy variables (con una amplitud
latitudinal de casi 40 grados), haciendo del pais un ambiente altamente heterogéneo con
diferentes regimenes térmicos (di Castri & Hajek, 1976). En este sentido, Pleurodema thaul
en la localidad de Antuco, corresponde a una poblacion que se ve enfrentada a temperaturas
invernales por bajo los 0°C, lo que la llevaria a la necesidad de establecer un mecanismo de

supervivencia (Anguilletta, 2009; Sanabria et al., 2015).

La experimentacion realizada mostr6 que los niveles plasméticos de glucosa en
P.thaul aumentan frente al descenso de la temperatura, mientras que los de glicerol se
mantienen relativamente constantes, por lo que se reconoce que la glucosa funcionaria
como crioprotector, no asi el glicerol, dado que no existieron variaciones significativas de
este cuando los individuos se sometieron al protocolo de estrés por frio, como se esperaba.
Estos resultados tienen que ver con la facil movilizacion que presenta la glucosa en el
organismo, ya que esta deriva del glucégeno hepatico y no necesita una reaccion anabdlica
de sintesis (Storey & Storey, 1986; Costanzo et al., 1993; Jenkins & Swanson, 2005), por
lo que se deduce que esta ruta metabdlica, es mucho mas rapida y eficiente para los

individuos.

Dentro de los crioprotectores que se han descrito para anfibios anuros, la presencia
de glucosa ha sido reconocida como el méas recurrente entre estos organismos (Layne &
Lee, 1987, 1995; Costanzo et al., 1992, 1993; Costanzo & Lee, 1994; 2005; Irwin et al.,
1999; Edwards et al., 2000; Steiner et al., 2000; Jenkins & Swanson, 2005; Pinder et al.,
1992), encontrandose una relacion proporcional inversa; es decir, los niveles de glucosa se
incrementan a medida que la temperatura ambiental, y por ende la temperatura corporal,

desciende. Estos antecedentes son concordantes con los resultados encontrados en este



estudio para P. thaul, dado que frente a la exposicion al frio, la poblacion estudiada
presenta un aumento en la sintesis de glucosa, no importando la temperatura de
aclimatacion a la cual se hubiese sometido el grupo de estudio. Lo que corroboraria a la
glucosa como la molécula de mas facil acceso metabdlico para los anuros, reafirmando su
alto reporte literario (Layne & Lee, 1987, 1995; Costanzo et al., 1992, 1993; Costanzo &
Lee, 1994; 2005; Irwin et al., 1999; Edwards et al., 2000; Steiner et al., 2000; Jenkins &

Swanson, 2005; Pinder et al., 1992).

Se ha reconocido que la supervivencia a la congelacion en R. sylvatica esta
influenciada por distintas variables que incluyen temporada, velocidad de congelacion,
tiempo de congelacién, concentracion de crioprotector, etc. (Storey & Storey, 2004). Layne
y colaboradores (1998) han reconocido que individuos mantenidos durante un periodo de
13 dias a -2,5°C y 2 semanas a -1,5°C han presentado un 100% de supervivencia, sin
embargo reconocen que durante la época de otofio-invierno la temperatura letal se registra
entre los -5° y -6°C. Para hacer frente a las inclemencias climéticas los individuos
incrementan los niveles de glucosa plasmatica, los que dependen de la temporada en la cual
se encuentren, asi durante primavera se ha registrado un aumento de glucosa que va desde
los 15-60 mM, mientras que en invierno las alzas pueden ascender a méas de 200 mM
(Storey & Storey, 2004). Estos datos concuerdan, en parte, con lo encontrado en esta
investigacion, ya que se registraron alzas de glucosa durante el protocolo de estrés por frio,
sin embargo, es cierto que los incrementos registrados para R. sylvatica son muchos
mayores a los registrados en esta investigacion para P.thaul, pero debemos recordar que

existen multiples variables que no fueron consideradas y que podrian afectar los resultados



obtenidos, como la temporada, velocidad de congelacion e incluso el tiempo de

congelacion.

La tolerancia a la congelacion, sin duda ha evolucionado de un conjunto de
capacidades fisiologicas y bioquimicas preexistentes que se encuentran ampliamente
presente en los anfibios (Storey & Storey, 2004; Eckert et al., 1991). Estudios realizados
para R. sylvatica han encontrado que la produccion de glucosa se estimula sélo cuando
estas ranas comienzan a congelarse (Costanzo et al., 1993; Storey & Storey; 1986, 2004), lo
que es consecuente con los cambios en los niveles de glucosa encontrados para P. thaul, ya
que estos se apreciaron solo en los individuos sometidos al protocolo de estrés por frio,
mientras que los individuos no sometidos a este protocolo mantuvieron los niveles de

glucosa plasmatica con variaciones no significativas.

Al analizar los resultados obtenidos en los grupos por separado se encontrd que
existe una correspondencia entre el descenso de temperatura y el aumento de glucosa
plasmaética, la que es mayor en los individuos aclimatados a 25°C y aquellos mantenidos a
temperatura ambiente, mientras que los individuos aclimatado a 5°C presentaron un alza
en los niveles de glucosa plasméatico menor; es decir, los niveles de glucosa plasmatica no
aumentaron radicalmente al someter a los individuos a estrés por frio. Esta diferencia junto
con corroborar la sintesis de glucosa en condiciones de bajas temperaturas, se deberia a que
los individuos permanecieron durante mucho tiempo en aclimatacion (mas de un mes) y
5°C es considerado una temperatura critica minima (lturra-Cid, 2010), en este sentido solo
este grupo genero un alza significativa de glucosa durante las primeras semanas de
aclimatacion, luego de lo cual los niveles de glucosa plasmatica disminuyeron, ya que se

estima, basados en Storey & Storey (2005) esta debio ser almacenada en 6rganos como el



cerebro y corazédn, donde la glucosa evitaria el congelamiento a nivel tisular de 6rganos
vitales del individuo (Pinder et al., 1992; Storey & Storey, 2005). Esto seria concordante
con lo descrito en otros anuros por Storey & Storey (1986, 2005), ya que la sintesis de
glucosa como crioprotector en los anuros deriva del catabolismo de glucégeno hepético y
las reservas que se hayan establecido durante el verano y principios del otofio mediante la

alimentacion.

Se ha determinado que tras la descongelacion los organismos son extremadamente
hiperglucémicos, superando el umbral renal de reabsorcion de glucosa, por lo que esta se
excreta en la orina abundantemente, especialmente durante las primeras horas después de la
descongelacion (Layne et al., 1996). Sin embargo, este recurso no se pierde
completamente, porque la glucosa se reabsorbe de manera efectiva desde la vejiga
(Costanzo & Lee, 1997) y luego se restablece en forma de glucégeno hepatico quedando
disponible para ser utilizado en el proximo evento de congelacion (Storey & Storey, 1986).
Sin embargo, el proceso de eliminacion de la glucosa es mucho mas lento que el de la
sintesis inducida por la congelacion y puede tomar mas de una semana a 4° C para que la
glucosa vuelva a los niveles exhibidos antes del congelamiento (Storey & Storey, 1986), de
aqui la importancia de respetar el protocolo experimental que contempla la mantencion de
una semana, como minimo, sin experimentacion para permitir que los individuos logren

retornar a sus condiciones fisioldgicas normales.

Estudios anteriores han detectado que la glucosa es el Unico crioprotector producido
por especies como R. sylvatica, P. crucifer y P. triseriata, en donde los niveles plasmaticos
de ésta se incrementan al ser expuestos a la congelacion invernal (Storey & Storey 1986;

2004). Sin embargo, se sabe también que existen otros crioprotectores que pueden



funcionar en sinergia con la glucosa o excluyendo la presencia de esta (Layne & Lee, 1987;
Storey y Storey, 1986, 2004; Layne et al., 1996; Costanzo & Lee, 2005, 2013), por lo que
los resultados obtenidos para la glucosa se han debido comparar y relacionar con los

resultados obtenidos con el glicerol.

Se sabe que el glicerol actGa como un buen crioprotector en insectos haciendo que sus
tejidos comiencen un proceso deshidratacion que evita la congelacion, aumentando la
concentracion de las proteinas y reduciendo la cantidad de agua. Su funcionamiento
contribuye a aportar la energia que se libera en el torrente sanguineo y propiciar la
distribucion de esta energia facilitando el metabolismo celular (Storey & Storey 1996;
2005). Sin embargo, para el caso de los anfibios no existe gran disponibilidad literaria a la

cual recurrir para conocer a cabalidad el funcionamiento de este.

En especies como Hyla versicolor el glicerol es el principal crioprotector pero, su
funcionamiento es muy diferente al de la glucosa (Layne & Jones, 2001). El glicerol
comienza su almacenamiento durante los meses de otofio, cuando las temperaturas
comienzan a descender en el ambiente, generando un incremento abrupto de este en el
plasma sanguineo (Layne & Jones, 2001; Storey & Storey, 2005; Costanzo & Lee, 2013),
permitiéndole sobrevivir varios dias a bajas temperaturas (-6°C) (Storey & Storey, 2005;
Layne & Lee, 1987). Esto se podria relacionar con los resultados encontrados, ya que los
individuos de P.thaul mantenidos a 5°C fueron los (nicos que presentaron una
correspondencia entre el descenso de temperatura y el aumento de glicerol plasmatico, es
decir se encontraron cambios significativos entre los niveles de glicerol. Esto tendria que
ver con la aclimatacion a la cual fue sometida el grupo, ya que 5°C pudo ser reconocido por

los individuos como temperaturas otofiales, cuando se genera un gran incremento de



glicerol plasmatico y una vez terminado el congelamiento, las concentraciones de glicerol
contintan elevadas durante varias semanas (Layne & Lee, 1987; Pinder et al., 1992; Layne

& Jones, 2001; Hillman et al., 2009).

Dados estos antecedentes, se reconoce que en los individuos de P. thaul provenientes
de la localidad de Antuco, la principal molécula de efecto crioprotector debiera ser la

glucosa, relegando a un rol secundario al glicerol (Costanzo & Lee, 2013; Layne, 1999).

Es importante destacar que las variables de peso y talla corporal, no afectaron los
resultados encontrados en este estudio, por lo que se entiende que las variaciones
plasmaticas (inicial- final) encontradas para la glucosa, no estarian siendo influenciadas por
estas variables. Sin embargo no se puede descartar que estas variaciones puedan verse
influidas por otros factores como el nivel de glucégeno hepético alcanzado antes de
comenzar el descenso térmico, lo que en condiciones ambientales normales ocurriria
durante los meses de verano-otofio, el sexo de los individuos, lo que en este estudio no se
analizé por la escaza cantidad de hembras capturadas y/o actividad reproductiva, ya que
cuando los individuos se encuentran activamente reproductivos (momento en el que es mas
facil capturarlos), la mayor parte de la energia se deriva a la produccion de huevos
(principalmente en las hembras) (lturra-Cid, 2010) que para el caso de P.thaul tiene un
ciclo casi continuo con actividad gametogénica durante el otofio, el invierno, y la primavera
(Diaz-Paez & Ortiz, 2001), lo que claramente influiria en la sintesis de crioprotectores. Sin

embargo esto debe ser analizado en futuros estudios.

Finalmente se debe realzar que los resultados obtenidos se podrian reafirmar en futuros

estudios, para ello queda abierta la invitacion a seguir trabajando en esta tematica, tal vez



haciendo andlisis de tejidos para medir los niveles de glucosa y/o glicerol a nivel celular, lo
que debe ser cuidadosamente disefiado, sobre todo en especies de pequefio tamafio corporal
como P.thaul, ya que la muestra de tejido que se debe extraer podria ser demasiado
invasivo para los individuos, atentando con su bienestar e incluso poniendo en peligro su
supervivencia. Se podria también modificar el disefio experimental, llevando los individuos
a congelacién y no solo mantener estrés por frio, es decir, exponerlos a temperaturas
inferiores a 0°C. También seria ideal aumentar el tamafio muestreal, sin embargo realizar
esto es dificil por los requisitos que exige el SAG. Para otorgar los permisos de captura y

manipulacion de especies.



CONCLUSION

Se acepta la Hi, ya que la sintesis de moléculas crioprotectoras se activa solo cuando
los individuos se enfrentan a periodos de estrés térmico por frio, presentando un

incremento en los niveles plasmaticos de estas.

P. thaul utilizaria como principal molécula crioprotectora a la glucosa, relegando a

un efecto parcial el glicerol, por lo que también se acepta la Ha.

Los individuos aclimatados a menores temperaturas (5°C) presentan menores
variaciones en los niveles plasmaticos de glucosa que aquellos sometidos a una

temperatura de aclimatacién mayor (25°C y T° ambiental).

Los individuos mantenidos a menores temperaturas de aclimatacion (5°C)
manifiestan una variacion significativa en sus niveles de glicerol plasmatico, al ser

sometidos al protocolo de estrés por frio.
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ANEXOS

ANEXO 1: Tabla con datos registrados en terreno al momento de la captura de los
individuos. Masa, Largo Hocico-Cloaca (LHC), Niveles de Glucosa plasmética (Glu),

Temperatura corporal (Tc) y Temperatura ambiental (Ta). Datos entregados como Media +

SD (desviacidn estandar), Rango minimo (min) y maximo (max).

Estudio de campo
Masa (Q) LHC (mm) Glu (mg/dL) Tc (°C) Ta (°C)
N Media £ SD Media £ SD Media £ SD Media £ SD Media £ SD
Rango min- Rango min- Rango min- Rango min- Rango min-
Max Max Max Max Max
Y 8,92 £ 3,17 36,37 +£4,93 | 29,33+13,64 4,79+2,71 12,22 + 1,11
4,30/ 16,50 30,64 /45,96 | 10,00/57,00 1,40 /13,50 11,10/ 14,00

ANEXO 2: Tabla con los datos registrados en laboratorio. Masa y Largo Hocico-Cloaca

(LHC) para cada grupo mantenido a diferentes temperaturas de aclimatacion (5°C, 25°C y

T° ambiente). Datos entregados como Media + SD (desviacién estandar), Rango minimo (min)

y maximo (max).

Estadisticos Descriptivos

5°C 25°C T° ambiente
N=6 N=8 N=6
Replicas por individuo 6 7 5
Masa (g)
Media £ SD 5,33+2,22 4,59 + 1,65 5,25 +2,26
Rango min-méax 24171113 1,4/7,9 26/11,6
LHC (mm)
Media £ SD 36,40 + 4,66 36,08 + 3,39 37,96 + 3,79
Rango min-max 28,91/ 46,54 28,35/42,25 32,56 / 46,60




ANEXO 3: Niveles de Glicerol plasméatico medido enzimaticamente usando un Kit

comercial BioSystems (G), Glucosa plasmética medida con el glucémetro Accu-Chek

Active (Glu) y Glucosa plasméatica medida enzimaticamente usando un kit comercial

Spinreact (Glue), para cada grupo mantenido a diferentes temperaturas de aclimatacion

(5°C, 25°C y T° ambiente).

G (mg/dL) Glu (mg/dL) Glue (mg/dL)
N° datos Media + SD Media + SD Media + SD
Rango min-max Rango min-méx Rango min-méax
20,32+8,45 13,05+6,39 12,82+ 6,59
. Inicio | N=20 6,7-35.3 10-36 5,2-29 8
Sin someter a
estres por frio 20,17+9,40 12,65+4,43 14,51+4,82
Final | 5,0-37,0 10-27 8,2-28.9
N 7012604 11444328 7372370
. Inicio | SR 1,6-20,2 10-20 2.1-16,3
Sometido a
estrés por frio 9,2245,82 18,50+5,87 17,72+ 6,14
Final | e 1,6-20,2 10-28 10,2-32,1
15,54+11,05 25.42+7,26 23.64+6,26
. Inicio | \N=£4 3,3-33.7 10-42 8,2-41.2
Sin someter a
estres por frio 14,98+12,72 24,96+6,57 24,64+6,16
Final | N=7§ 1,6-35,3 10-43 9,3-41,1
25°C 721694 24,7570 22.55%6.53
. Inicio | N=28 0,0-21.9 10-39 6,7-40.4
Sometido a
estrés por frio 11,5+10,35 44611147 43,07+13,55
Final | N=28 0,0-32,0 15-71 18,5-77,8
23,0+1043 34,53+13,73 31,58+11,74
. Inicio | N=15 5,0-33,7 10-60 16,6-57,4
Sin someter a
estrés por frio 21,67+9,19 48,73+17,94 29,19+8,57
- Final | N=15 3,3-32,0 15-46 13,1-40,1
ambiente 10,42+11,99 29.13+10,22 26424823
. Inicio | N=15 1,6-37.0 10-45 12.6-41,2
Sometido a
estrés por frio 10,98+9,93 48,73+17,94 46,91+15,84
Final | N=15 1,6-35,3 10-75 12,6-66.3




