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Primeros registros de incremento en los niveles plasmaticos de
glucosa en individuos adultos de Pleurodema thaul (Lesson, 1826)
(Anura: Leptodactylidae) sometidos a estrés por frio

First records of increased plasma glucose levels in adults of Pleurodema thaul (Lesson,
1826) (Anura: Leptodactylidae) subjected to cold stress.
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RESUMEN

El presente estudio analiz las variaciones en la concentracion plasmatica de glucosa en el anfibio, Pleurodema thaul
sometido a estrés térmico por frio. Para ello, se midieron las concentraciones plasmaticas de este metabolito utilizando un
glucometro Accu-Chek Active y un kit comercial. Los resultados muestran significativos incrementos de glucosa en los
individuos sometidos al estrés térmico por frio, por lo que se identifica a la glucosa como elemento anticongelante en esta

especie.

PALABRAS CLAVE: Anfibios, crioprotector, estrés térmico, glucosa.

ABSTRACT

This study analyzed the synthesis of glucose in Pleurodema thaul exposed to cold thermal stress as an antifreezing
molecule. The plasma glucose concentrations were measured using a glucose meter Accu-Chek Active and a commercial
kit. The results showed significant increase of plasma glucose in individuals under the cold thermal stress, indicating that
glucose have a function as antifreeze mechanism in this species.

Keyworps: Amphibians, cryoprotectant, thermal stress, glucose.

INTRODUCCION

Es conocido que la temperatura juega una funcion clave en
la regulacion de las funciones fisioldgicas y conductuales
de los animales ectotermos (Anguiletta, 2009), sin embargo
se ha determinado que éstos poseen una capacidad
termorreguladora muy limitada (Navas 1997). Anfibios y
reptiles, obtienen desde el medio externo la energia caldrica
requerida para incrementar su temperatura corporal y asi
poder ejecutar sus funciones metabdlicas de rutina (Sanabria
et al. 2007). Esto convierte a la temperatura en un factor
ambiental selectivo de primer orden ya que influye en la
supervivencia, crecimiento y dispersion de estos individuos
(Angilletta 2009). Para poder responder a las presiones
del entorno durante los periodos frios, los animales deben
disponer de diversas estrategias de comportamiento,
fisiologicas y bioquimicas que les permitan sobrevivir

(Pinder et al. 1992; Storey & Storey 2001). En anfibios,
una de estas estrategias es la hibernacion, la cual se logra
mediante: i) inmersion en el agua, ii) permanencia en
tierra en un invernaculo térmicamente aislado, donde
algunos organismos se resguardan de las duras condiciones
climaticas al esconderse bajo la hojarasca o la nieve, y iii)
permanencia en tierra con tolerancia al congelamiento,
que se asocia a mecanismos adaptativos que impiden que
los fluidos extracelulares alcancen el punto de congelacion
(Pinder et al. 1992; Storey & Storey 2001; Hill et al. 2006;
Weels 2007; Tattersall & Ultsch 2008).

Para evitar el dafio celular y tisular frente a las lesiones
fisicas producidas por la formacion de cristales de hiclo en
el proceso de congelacion-descongelacion, los individuos
producen diversas moléculas crioprotectoras, las que permiten
mantener y reactivar las funciones vitales después de dias o
semanas de congelacion continua (Layne & Lee 1995).

111



Gayana 81(2), 2017

Los crioprotectores constituyen una amplia gama de
compuestos organicos (Storey & Storey 1986; Layne
& Lee 1995; Storey & Storey 1996; 2001;; Costanzo
& Lee 2013) que se incorporan a los liquidos corporales
(Hill et al. 2006) tanto intra como extracelulares, lo que
determina el incremento de la concentracion de solutos
en ambos compartimentos y por lo tanto un aumento de la
presion osmotica de dichos compartimentos. De acuerdo
a las propiedades coligativas, al aumentar la cantidad de
soluto en los liquidos extracelulares disminuye el punto
de congelamiento, limitando 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).

Entre los crioprotectores reconocidos destacan las
proteinas anticongelantes, cuyo efecto es la disminucion
del punto de congelacion de los liquidos corporales (Storey
& Storey 1996; Steiner et al. 2000; Hill et al. 2006). Este
tipo de proteinas 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) y se ha determinado
que su funcionamiento basico no impide la formacion
y crecimiento de los cristales de hielo, pero lo limitan a
tamafios manejables que no comprometen las funciones
vitales de la célula (Hill ef al. 2006).

Junto a esto se ha determinado que moléculas tales como
glucosa, el glicerol y la urea actiian disminuyendo el punto
de congelacion de los liquidos corporales de acuerdo a los
principios coligativos; es decir, disminuyen el punto de
congelacion al incrementar la concentracion total de solutos
en los liquidos y no por medio de propiedades quimicas
especificas. El mecanismo de produccion de glucosa
extracelular como agente crioprotector se activa cuando
el anfibio se enfrenta a condiciones de frio extremo y los
individuos son capaces de producir cantidades masivas de
glucosa a partir de reservas de glucdgeno, en forma stbita
frente a la formacion de hielo en sus cuerpos (Hill et al.
2006, do Amaral et al. 2013). Este tipo de crioprotectores
han sido reportados como los mas recurrentes en anfibios
viviendo en altas latitudes del Hemisferio Norte (Storey
& Storey 1996; Hillman et al. 2009; Costanzo & Lee
2013) estudios que destacan la glucosa como molécula
crioprotectora en al menos seis especies de anfibios anuros:
Rana sylvatica, Lithobates catesbeianus, Pseudacris
triseriata, Acris crepitans, Pseudacris crucifer y Rhinella
schneideri (Costanzo & Lee 1993; Layne et al. 1996;
Irwin et al. 1999; Edwards et.al. 2000; Steiner et al. 2000;
Jenkins & Swanson 2005; Costanzo & Lee 2013; do
Amaral et al. 2013; Rosendale ef al. 2014). Recientemente,
Sanabria et al. (2015) reportaron la respuesta fisiologica
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de sobreenfriamiento en Rhinella spinulosa en Argentina,
indicando como posible mecanismo utilizado por la especie,
el incremento en los niveles de glucosa plasmatica, lo que
no fue confirmado experimentalmente.

El anfibio, Pleurodema thaul, llamada comunmente
“sapito de cuatro ojos”, corresponde a una especie de
anuro nativa del sur de Sudamérica, descrita para Chile y
Argentina. En Chile, es uno de los anfibios mas abundantes
(Diaz-Paez & Ortiz 2001) debido a que ha logrado
adaptarse a distintos tipos de habitats, presentando una
amplia distribucion latitudinal, delimitada entre Carrera
Pinto, Region de Atacama (27° 06 S, 69° 53°0) en el norte
(Correa et al. 2007), hasta Aysén (45° 30°S, 70° 20°0) en el
sur (Cei 1962; Duellman & Veloso 1977; Victoriano et al.
1995; Diaz-Paez & Ortiz 2001; Iturra-Cid 2010), y desde
la costa hasta 3.125 m sobre el nivel del mar (Correa et al.
2010). Esta especie es capaz de vivir en ambientes térmicos
tanto de bajas temperaturas como de altas temperaturas
(Sommaruga 2001). En este contexto, destaca la mencion
de Iturra-Cid et al. (2014) quienes reconocen la capacidad
de P. thaul para hibernar.

En base a los antecedentes anteriores, el presente estudio
busca analizar que posibles mecanismos de tolerancia al
congelamiento dispone el anfibio P. thaul, dado que esta
especie soporta en Chile ambientes climaticos extremos,
lo que podria explicar su amplia distribucion en Chile y
Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron 20 ejemplares del anfibio P. thaul (permiso
del Servicio Agricola Ganadero Resolucion N° 9411/2014),
durante el periodo de verano - otofio del afio 2015 en
la localidad de Antuco, sector Los Pangues, Region del
Biobio, Chile (37°23°38”S; 71°26°16”0) (Fic. 1). Esta
area fue seleccionada por presentar periodos invernales con
temperaturas bajo cero grado (Luebert & Pliscoft 2006).

Las capturas fueron realizadas manualmente, segin
lo propuesto por (Donnelly et al. 1994) utilizando el
“Protocolo para el control de enfermedades infecciosas
de Anfibios durante estudios de campo” (Lobos et al.
2012). Los individuos colectados fueron transportados en
cajas acondicionadas al Laboratorio de Ecofisiologia de
Herpetozoos del Campus Los Angeles, de la Universidad de
Concepcion. Durante el cautiverio y estados experimentales
fueron mantenidos en terrarios grupales (20 x 35x 15 cm) y
fueron alimentados “ad libitum ” 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 utiliz6 el reconocimiento fotografico (Bradfield
2004; Kenyon et. al. 2009; 2010), mediante el patron dorsal
de manchas y colores de los individuos.

Para el desarrollo de los experimentos, la muestra fue
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Ficura 1: Ubicacion geografica del area de captura de los individuos de P. thaul. / Geographical location area of capture individuals of

P. thaul.

separada en grupos de tres y cuatro individuos. Dos grupos
de n=4 fueron aclimatados a 25°C y humedad relativa
del 60%, con fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas
de oscuridad (simulando las condiciones ambientales
promedio de primavera-verano) y dos grupos de n=3 fueron
aclimatados a 5°C, humedad relativa del 60% y fotoperiodo
de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad (simulando las
condiciones ambientales promedio de otofio-invierno).
Finalmente, dos grupos de n=3 fueron mantenidos en
condiciones ambientales normales (no controladas), para
lo cual los terrarios se dejaron en un espacio abierto que
simula las condiciones naturales de su habitat, donde la
temperatura, humedad y fotoperiodo corresponden a las

fluctuaciones diarias normales en la ciudad de Los Angeles,
Region del Biobio, Chile. Todos los individuos asignados a
cada tratamiento fueron escogidos de forma aleatoria.

Previo a cada experimento, se registrd la temperatura
corporal experimental desde el dorso del animal mediante
un termometro infrarrojo (Fluke 62 mini IR thermometer,
0,1°Cde precision). Se establecidé como temperatura corporal
inicial a la temperatura registrada al inicio del experimento y
como temperatura corporal final a la temperatura registrada
al finalizar la experimentacion.

Después de cada experimento, contempld un periodo de
una semana donde los anfibios se mantuvieron sin nuevas
experimentaciones, para permitir su recuperacion y retornar
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a sus condiciones fisiologicas normales (Storey & Storey
1986; Layne et al. 1996). En promedio, la experimentacion
dur6 4 meses, en los que se realizaron 2 eventos de
experimentacion mensual (Iturra-Cid 2010) (Fig. 2).

Para efectuar el protocolo de exposicion al estrés
térmico por frio, cada individuo fue puesto dentro de una
caja plastica provista de respiracion y papel absorbente
humedo, la que fue trasladada al interior de un sistema de
refrigeracion que se mantuvo a una temperatura constante
de aproximadamente de 0°C, simulando las temperaturas
ambientales que se pueden encontrar durante la época
invernal en el lugar de colecta (Luebert & Pliscoff 2006).
La temperatura del sistema experimental fue controlada
con un termotester (Eosun EM Digital Multimeter 18 High
Performance). Los animales permanecieron bajo estas
condiciones durante cuatro horas, segun los sugerido por
Pinder et al. (1992). Para evitar el deceso de los animales,
se reviso el estado del animal cada hora durante el proceso.

Para determinar los niveles de glucosa en la sangre, se
realizé 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)
(Allender et al. 2008; Tapley et al. 2011) la que fue inoculada
en la cinta de lectura del glucometro Accu-Chek Active. Esta
metodologia fue corroborada enzimaticamente usando un kit
comercial (Spinreact). Para realizar este ltimo proceso, las

muestras de sangre fueron centrifugadas a 7000 rpm durante
10 a 15 minutos. Se utilizaron 10 ul del plasma sobrenadante
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
(Espectrofotometro  UV-VIS = Genesys™10, THERMO,
precision 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
éste, 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.

RESULTADOS

CONCENTRACIONES DE GLUCOSA PLASMATICA MEDIDAS CON EL
METODO ENZIMATICO SPINREACT Y GLUCOMETRO AcCU-CHEK
ACTIVE.

Paradeterminarlacorrespondenciaentre las concentraciones
plasmaticas de glucosa obtenidas mediante la utilizacion
del glucometro Accu-Chek Active y el método enzimatico
con el kit comercial Spinreact, se utilizd el coeficiente
de correlacion de Spearman, encontrandose una alta
correlacion entre ambos instrumentos de medicion cuando
se compararon los Glui (r,_0,892; P < 0,001), Gluf (r__

Disefio experimental

Aclimatados a 25°C
Aplicacion del protocolo de
Semana 1 Aclimatados a 5°C
estrés térmico por frio.
Mantenidos a T°® ambiente
Aclimatados a 25°C
Recuperacion de las condiciones
Semana 2 Aclimatados a 5°C
fisioloégicas normales
Mantenidos a T°® ambiente
Mes 1
Aclimatados a 25°C
Aplicacion del protocolo de
Semana 3 Aclimatados a 5°C
estrés térmico por frio.
Mantenidos a T°® ambiente
Aclimatados a 25°C
Recuperacion de las condiciones
Semana 4 Aclimatados a 5°C
fisiologicas normales
Mantenidos a T® ambiente

FiGura 2: Disefo experimental para el estudio de estrés térmico por frio en.P. thaul. / Experimental design for the study of thermal stress

by cold in P. thaul.
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0,966; P < 0,001) y las medidas en su conjunto (Glut) (r,
0,936; P < 0,001). Ademas, se corrobor6 la ausencia de
diferencias significativas para las mediciones de glucosa
plasmatica entre ambas metodologias (Z .., _-5.291; P
>0,05,Z . .--1.968; P>0,05yZ = -2,431; P>0,05),
confirmando que los datos obtenidos con ambos métodos
no presentaron diferencias significativas (Fig. 3). Esto
resultdé de suma importancia porque avalo la utilizacion del
glucometro como método que puede ser utilizado en terreno
y que a su vez resulté menos invasivo para los individuos,
ya que utiliza un menor volumen sanguineo.

VARIACIONES DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE GLUCOSA.

Los niveles de glucosa plasmatica inicial (Glui) y final
(Gluf) mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos de aclimatacion (5°C, 25°C y T° ambiente)
(TaBLA 1), de manera que los animales sometidos a menores
temperaturas (5°C) presentan niveles menores de Glui
(12,82+ 6,59) y Gluf (14,5144,82) que aquellos sometidos
a una temperatura de aclimatacion mayor (25°C) (Glui:
23,64+6,26; Gluf: 24,64+6,16) (FiG. 4). Ademas, se observd
la ausencia de diferencias significativas en los valores de
las concentraciones plasmaticas de glucosa Glui y Gluf para
aquellos individuos de control que no fueron sometidos al
protocolo de estrés por frio (Tabla 1).

Por otra parte, al aplicar previamente el protocolo de
estrés por frio, se determind la presencia de diferencias
significativas en los niveles de glucosa plasmaticas Glui y
Gluf para cada uno de los tres tratamientos de aclimatacion
(Tabla 1). Los resultados muestran que los individuos

sometidos a la temperatura menor de aclimatacion (5°C)
son lo que presentaron menores rangos para la glucosa
plasmatica (Glui: 7,37£3,70; Gluf: 17,72+ 6,14), mientras
que aquellos que fueron sometidos a una mayor temperatura
de aclimatacion (25°C) presentaron valores de glucosa
plasmatica mayores (Glui: 22,55+6,53; Gluf: 43,07+13,55)
(Fig. 5). Cabe destacar que cuando los animales fueron
sometidos al protocolo de estrés por frio, los niveles de
glucosa final aumentaron en casi 20 mg/dL, tanto en el
tratamiento de aclimatacion de 25°C (Gluf: 43,07+13,55)
como en el tratamiento de temperatura ambiente (Gluf:
46,91£15,84) (Tabla 1).

Finalmente, se encontr6 una relacion directa inversa
entre el descenso de temperatura y el aumento de glucosa
plasmatica, en todos los tratamientos de aclimatacion. Es
asi como para el grupo mantenido a 25°C el descenso de
temperatura al que fueron sometidos los animales provoca
un aumento significativo de glucosa plasmatica (Z Temp-Gluc—
-3,884; P<0,001), lo mismo que para el tratamiento de 5°C

z Temp-Gluc -3,662; P<0,001) y a T° ambiente (Z Temp-Gluc -4,
309; P<0,001).
Adicionalmente, los resultados mostraron una

correlacion negativa entre los niveles de glucosa plasmatica
y la temperatura de aclimatacion, la cual es mayor en los
individuos aclimatados a 25°C y a T° ambiente; es decir,
los niveles de glucosa plasmatica aumentaron mas en estos
grupos cuando fueron sometidos a estrés por frio (0°C).
En el grupo aclimatado a 5°C, también se encontr6 una
correlacion negativa significativa; sin embargo, esta fue
menor (Tabla 1).

Tabla 1: Niveles de glucosa plasmatica inicial (Glui) y final (Gluf) en ejemplares de P. thaul sometidos a tratamientos de temperaturas
de 5°C, 25°C y ambiente. Los valores son entregados como media + DS (desviacion estandar). Analisis de test de Wilcoxon para las
diferencias dentro de cada tratamiento son representados con valor de (Z). Analisis 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). / Plasma glucose levels
in specimens of P. thaul subjected to different temperature treatments. Data for variations initial glucose (glui) and final (Gluf) grouped by
treatment (5 °© C, 25 °© C and T © environment) are analyzed. Values are given as mean + SD (standard deviation). Wilcoxon test analysis
for the differences within each treatment are represented with (Z) value. Kruskal-Wallis test analysis to compare the variations between
treatment groups are represented as X* (NS: not significant, * P <0.05 ** P <0.005 *** P <0.001).

5°C 25°C T° ambiente X?
Glui 12,82+ 6,59 23,64+6,26 31,58+11,74 26,883%%*
Sin someter a estrés por frio Gluf 14,51+4,82 24.64+6,16 29,19+8,57 26,600%**
Z -1,363" -0,086™% -0,4088
Glui 7,37+3,70 22,55+6,53 26,42+8,23 34,968%**
Sometido a estrés por frio Gluf 17,72+ 6,14 43,07+13,55 46,91+£15,84 31,830%%*
z -3,724%%* -4,458%** -3,296%**
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FiGura 3: A) Correlacion entre los niveles de glucosa plasmatica (mg/dL) inicial (Glui)en todos los tratamientos, mediciones efectuadas
con el glucometro Accu-Check Active confrontadas con las mediciones realizadas con el método enzimatico kit Spinreact; B) Correlacion
entre los niveles de glucosa plasmatica (mg/dL) final (Gluf) en todos los tratamientos, medida con el glucometro Accu-Check Active y el
método enzimatico con el kit Spinreact; c) Correlacion entre los niveles de glucosa plasmatica (mg/dL) total (inicial y final) (Glut) en todos
los tratamientos, medidos con el glucometro Accu-Check Active y el método enzimatico con el kit Spinreact. / A) Correlation between
plasma glucose levels (mg/dL) initial (Glui) in all treatments, measured with Accu-Check Active confronted with measurements made with
enzymatic method, Spinreact kit. B) Correlation between plasma glucose levels (mg/dL) final (Gluf) in all treatments, measured with Accu-
Check Active glucometer and the enzymatic method with Spinreact kit. c) Correlation between total plasma glucose levels (mg/dL) (initial
and final) (Glut) in all treatments, measured with Accu-Check Active glucometer and the enzymatic method with Spinreact kit.

116



Variacion de glucosa plasmatica en P. thaul sometido a frio: HERNANDEZ P., £7 L.

Aclimatacion
25°C 5°C T° amb
S0
404
30
207
107
0
T T T T T T
Glui mg/ldL Gluf mgidL Glui mg/dL Gluf mgfdL Glui mgfdL Gluf mg/dL

FiGura 4: Niveles de glucosa plasmatica (mg/dL) inicial (Glui) y final (Gluf), en individuos de P. thaul sometidos a los tres tratamientos
de aclimatacion, que no fueron expuestos al protocolo de estrés por frio. / Plasma glucose levels (mg / dL) Initial (Glui) and final (Gluf) in
individuals of P. thaul under the three acclimation treatments that were not exposed to cold stress protocol.

Aclimatacion

25°C 5°C T"amb -
80|
60 |
40+
20 1
+
o

T T T T T T
Glui mgldL Gluf mg/dL Glui mgldL Gluf mg/dL Glui mgldL Gluf mg/dL ‘

FiGura 5: Niveles de glucosa plasmatica (mg/dL) inicial (Glui) y final (Gluf) en individuos de P. thaul sometido a los tres tratamientos de
aclimatacion y expuestos al protocolo de estrés por frio. / Plasma glucose levels (mg / dL) Initial (Glui) and final (Gluf) in individuals of P
thaul under the three acclimation treatments that were exposed to cold stress prot.
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DISCUSION

Los cambios fisiologicos de anfibios anuros sometidos
a situaciones extremas de temperatura 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; Logares & Ubeda 2006; Vidal & Labra
2008; Angilletta, 2009; Iturra-Cid et al. 2014). En lo que
concierne al uso de mecanismos 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 ¢ 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 que indican que es posible que estos
mecanismos estén presentes en algunas especies como
un tipo de adaptacion al frio extremo (Steiner et al. 2000;
Sanabria et al. 2015).

Pese a la amplia informacion que ha indicado la
existencia de tolerancia a la congelacion en diversos taxa
animales (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 en profundidad.

En Chile, los estudios de fisiologia de adaptaciones
térmica en anuros han indagado aspectos tales como los
limites térmicos de tolerancia, temperaturas de seleccion
de habitat, temperaturas criticas maximas y minimas ,
tasas de calentamiento y enfriamiento en las especies de
Calyptocephalella gayi, Pleurodema thaul, P. bufoninum,
Batrachyla taeniata y Rhinella spinulosa (Benavides 2003;
Lambrinos & Kleier 2003; Iturra.Cid 2010; Navas et al.
2010; Nova 2010; Iturra-Cid et al. 2014), pero no existen
antecedentes sobre aspectos de tolerancia al congelamiento
y crioproteccion. Sin embargo, 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 en Chile.

En este sentido, cabe destacar que las condiciones
climaticas a lo largo de Chile son muy variables considerando
el amplio rango latitudinal de casi 40° pero también la alta
pendiente entre cordillera y nivel del mar haciendo del pais
un ambiente altamente heterogéneo con diferentes regimenes
térmicos en latitud y en altura. En particular, la poblacion de
P. thaul de Antuco, ha logrado utilizar la glucosa plasmatica
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para enfrentar las condiciones invernales que presenta esta
localidad, las que pueden alcanzar temperaturas bajo los
0°C (Anguilletta 2009; Sanabria et al. 2015).

En el presente estudio se mostr6 que los niveles
plasmaticos de glucosa en P. thaul aumentan con el
descenso de la temperatura, por lo que se indica que
podria funcionar como crioprotector. Sin embargo, falta
por analizar los mecanismos a nivel celular y tisular para
verificar esta hipdtesis. La utilizacion de glucosa para
proteccion tisular frente al descenso de la temperatura
parece un mecanismo bastante factible, basado en la facil
movilizacion que tiene la glucosa en el organismo, ya que
deriva del glucogeno hepatico sin necesidad de una reaccion
anabolica de sintesis (Storey & Storey 1986; Costanzo et
al. 1993; Jenkins & Swanson 2005), por lo que se deduce
que esta ruta metabolica es mucho mas rapida y eficiente
energéticamente para los individuos.

Cabe destacar que dentro de los crioprotectores que
se han descrito para anfibios anuros, la glucosa ha sido
reconocida como el mecanismo mas recurrente entre estos
organismos (Layne & Lee 1987; 1995; Costanzo et al. 1992,
1993; Pinder et al. 1992; Costanzo & Lee 1994; 2005;
Irwin et al. 1999; Edwards et al. 2000; Steiner et al. 2000;
Jenkins & Swanson 2005; Larson et.al., 2014; Rosendale
et.al.,2014), presentando una relacion proporcional inversa;
es decir, los niveles de glucosa incrementan a medida que la
temperatura ambiental, y por ende la temperatura corporal,
descienden. Estos antecedentes son concordantes con
los resultados encontrados en el presente estudio para P.
thaul, dado que, frente a la exposicion al frio, la poblacion
estudiada presentd un aumento en la sintesis de glucosa,
no importando la temperatura de aclimatacion a la cual se
hubiese sometido el grupo de estudio.

La tolerancia a la congelacion sin duda ha evolucionado
desde un conjunto de capacidades fisiologicas y bioquimicas
preexistentes que se encuentran ampliamente presente en
los anfibios (Eckert et al. 1991; Storey & Storey 1996).
Estudios realizados para R. sylvatica demostraron que la
produccion de glucosa se estimula solo cuando estas ranas
comienzan a congelarse (Storey & Storey 1986; Costanzo
et al. 1993;Rosendale et.al.,2014), lo que es similar con
los cambios en los niveles de glucosa encontrados para
P thaul, ya que los cambios se apreciaron solo en los
individuos sometidos al protocolo de estrés por frio,
mientras que los individuos controles no sometidos a este
protocolo mantuvieron los niveles de glucosa plasmatica
con variaciones no significativas.

Al analizar los resultados obtenidos en el presente
estudio en los grupos por separado se encontrd que existe
una correspondencia entre el descenso de temperatura
y el aumento de glucosa plasmatica, 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 una menor alza en los niveles
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de glucosa plasmatica; es decir, los niveles de glucosa
plasmatica no aumentaron radicalmente al someter a los
individuos a estrés por frio dado que estos estaban ya
acondicionados al 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)
a 5°C y esta condicion es considerada una temperatura
critica minima (Iturra-Cid 2010). En este sentido sélo este
grupo mostro 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, segun Storey & Storey (2001), que la glucosa debio
ser almacenada en organos como el cerebro y corazon,
donde la glucosa evitaria el congelamiento a nivel tisular
de organos vitales del individuo (Pinder ef al., 1992; Storey
& Storey, 2001). Esto seria concordante con lo descrito en
otros anuros por Storey & Storey (1986), ya que la sintesis
de glucosa como crioprotector en los anuros deriva del
catabolismo de glucdgeno hepatico 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 acumula en forma de glucogeno
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
fisiologicas normales.

Finalmente, no se puede descartar que las variaciones
encontradas en el presente estudio puedan verse influidas
por otros factores como el nivel de glucogeno hepatico
alcanzado antes de comenzar el descenso térmico (Kessi
et.al.,1996; Rosendale et.al., 2014), lo que en condiciones
ambientales normales ocurriria durante los meses de
verano-otofio. Otro factor que no se analizo en este estudio
fue el sexo de los individuos, debido a la escasa 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) (Iturra-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 negativamente en la sintesis de crioprotectores. Sin
embargo, esto debe ser analizado en futuros estudios.
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