PREPARACION DE DEFENSAS ANTIOXIDANTES DE
DOS MARSUPIALES QUE PRESENTAN ESTRATEGIAS
DE AHORRO ENERGETICO DIFERENTE (SOPOR
DIURNO VERSUS HIBERNACION)

Tesis

Entregada A La
Universidad De Chile
En Cumplimiento Parcial De Los Requisitos
Para Optar Al Grado De

Magister en Ciencias Bioldgicas

Facultad De Ciencias
Por
CAROLINA ISABEL CONTRERAS RAMOS

Junio, 2016

Director de Tesis Dr: Pablo Sabat K.



FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE
INFORME DE APROBACION

TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencias que la Tesis de
Doctorado presentada por la candidata.

Carolina Isabel Contreras Ramos

Ha sido aprobada por la comision de Evaluacion de la tesis como requisito para
optar al grado de Magister en Ciencias Biologicas, en el examen de Defensa
Privada de Tesis rendido el dia

Director de Tesis:
Dr. Pablo Sabat Kirkwood

Co-Director de Tesis
Dr. Roberto Nespolo Rossi

Comision de Evaluacion de la Tesis

Dr. Rodrigo Vasquez

Dr. Francisco Bozinovic




Dedicada a mis padres, hermanas y mi sobrina Isabel.

ii



Carolina Isabel Contreras Ramos

Naci6 en Valdivia, Chile en noviembre de 1988. En el afio 2007 ingresé a la Universidad
Austral de Chile, a estudiar Licenciatura en Ciencias Bioldgicas. Durante el curso de su
carrera se dio cuenta de queria seguir dedicada a la docencia e investigacion. Dada sus
motivaciones decidio el afio 2014 entrar al programa de Magister en Ciencias Biologicas
de la Universidad de Chile, incorporandose al Laboratorio de Ecofisologia Animal,
realizando su tesis bajo la direccion del Dr. Pablo Sabat K. y co-tutor Dr. Roberto
Nespolo, académico de la Universidad Austral de Chile. Carolina centro sus intereses en

la fisiologia ecolodgica y evolutiva, principalmente en la fisiologia de la hibernacién.

iii



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mi tutor, Pablo Sabat por su confianza, apoyo, conocimientos y por
brindarme la oportunidad de ser parte de su laboratorio.

A Roberto Nespolo por seguir confiando en mi, haberme guiado como cotutor, por la
preocupacion en lo académico y personal. Gracias por pagar lo del SAG y prestarme
laboratorio y a tu gente carifiosa de Valdivia.

También agradezco a aquellas personas que me permitieron realizar este trabajo, desde
quienes participaron activamente en él, hasta los amigos que me brindaron alguna palabra

de apoyo.

Quisiera agradecer a la PDI que no nos metio presos por algunos errores al inicio de los
terrenos. También me gustaria agradecer al SAG por permitirnos seguir capturando y por
dejarnos algunas trampas para el terreno, aunque se requisaron 18.

En particular agradezco la ayuda directa e invaluable de Ménica Nufiez, Andrés Sazo,
Guido tanto en los terrenos como en el laboratorio. Y agradezco la ayuda y consejo de
todos mis compafieros y profesores de laboratorio, a mis amigos dentro y fuera de la
universidad; Daniela, Andrea , Gabriela, Romina, Karin, Natalia, Cristobal, Isaac, a Sofia
por laayuda en los graficos y las letritas, Arlet, Yulian, Paulo; compafieros desde la basica
y que ain nos soportamos y amamos. También a Andrea Avila, Nathaly Catalan con su
novio, Soledad y Tannia, Fefiita, a Paola y Constanza que me acompafaron a terreno y no
nos comid el puma, aunque confieso que fue un evento Gnico y majestuoso verlo junto a
Don Pedro. A mi pediatra Fernando gracias por todo, sobre todo el animo. Quisiera
agradecer tambien a Pablo Cortés y su hermana Caro, por la confianza. Por su puesto a mi
Ariel gran amigo, gracias por estar en todas! a mi compafiera de casa Ingrid por
soportarme en este proceso, gracias por tus consejos, los vinos de los viernes y risas.

A mi familia, tios, primos pese a que no entienden nada de lo que hago, ponen cara de

interés y fingen entender.

iv



A mis hermanas Carlita y Magaly por motivarme en este proceso, por las palabras de
aliento y a mi sobrina Isabel por brindarme carifio y por la admiracién mutua.

A nuestra mascota Cejas, mi perro fiel.

En forma muy especial, doy gracias a mis padres Carlos y Alida por su esfuerzo incansable
del dia a dia, que junto con permitirme concretar este trabajo, han sido un ejemplo
motivador y un orgullo para mi.

Las capturas de animales se realizaron mediante los Permisos de Captura del Servicio
Agricola y Ganadero Resolucién 1118/2015 y 1271/2015

FINANCIAMIENTO

Esta tesis de postgrado fue financiada gracias a los proyectos FONDECYT N° 1120276
(PS) y FONDECYT 1130750 (RN).
BECA DE MAGISTER NACIONAL Folio 22140997.



INDICE DE MATERIAS

[ndice e TADIAS. .o vii
INAICE e FIQUIAS. ... e viii
RESUMEN . ..o, ix
AB ST RAC T ., Xi
L INTRODUCCION. .o 1
2 HIPO T ES IS . oo 5

3. OBJETIVOS

3.1.1 Objetivos geNEIaleS. .. ...vie i 6
3.1.2 Objetivos eSPeCifiCOS. ... ..o, 6
4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Modelo de StUAIO. ... .o.oiei e 7
4.2 Captura de iNdIVIAUOS. ........oviei e 8
4.3 ACHMAIACIONES. ... .ttt e 9
4.4 PreparaCion A& MUESEIAS. ... ...ur ittt et e e e 10
4.5 Analisis eStadiStiCOS. ... ..ot 13

5. RESULTADOS

5.1Variacion masa Corporal..........c.ooouiuiiir i 14
5.2 Estrés oxidativo en Dromiciops gliroides. ..........oveviiiniiiiiiiie e, 16
5.3 Estrés oxidativo en Thylamys elegans. .............ccoooiiiiiiiiiiii e, 22

6. DISCUSION

6.1 ProtecCion antioXidante. .. ..ooee e e, 30
6.2 DN OXIAATIVO. ..ottt e 34
7. CONCLUSION . .., 40
8. REFE REN CIAS . ... 42

vi



Lista de Tablas

Tabla 1. Resumen de la aclimatacion térmica realizada para Dromiciops gliroides y
Thylamys €legans. ......o.orine e 10
Tabla 2.Resumen de las variables a analizar en los homogeneizados de tejidos de animales
aclimatados a distintos tratamientos termMiCOS.........cccecvvevenineereiineeeienieneeneenennn 11
Tabla 3.Descripcion masas corporales de individuos de Thylamys elegans y Dromiciops
gliroides al inicio de laachimatacion................oouiiiiiiiiiie e, 15
Tabla 4.Resumen de las variables evaluadas en tejido hepatico y muscular en individuos
de Dromiciops glrOI0ES. ... .oveiri e 21
Tabla 5.Resumen de las variables evaluadas en tejido hepéatico y muscular en individuos

de Thylamys €legans. ... ..o 28

vii



Lista de Figuras

Fig.1. Variacion temporal de la masa corporal en individuos de Thylamys elegans y
Dromiciops gliroides aclimatados a diferentes tratamientos térmicos....................... 15

Figura 2. Concentracion de antioxidantes totales de individuos de Dromiciops gliroides
evaluadas en tejido hepatico y muscular, bajo dos tratamientos térmicos.................. 16

Figura 3. Valores de los ensayos de TBARS en individuos de Dromiciops gliroides
evaluados en tejido hepatico y muSCUlar. ............cooovviiiii i, 17

Figura 4. Concentracién de nitrato total evaluada en tejido hepatico y muscular de
individuos de Dromiciops gliroides, bajo distintos tratamientos térmicos.................. 18

Figura 5. Porcentaje de inhibicion del antioxidante Superoxido dismutasa, evaluado en
tejido hepético y muscular en individuos de Dromiciops gliroides........................... 19

Figura 6. Concentracion de glutation total evaluados en tejido hepético y tejido muscular
en individuos de la especie Dromiciops gliroides.............ccooviiiiiiiiiii e, 20

Figura 7. Antioxidantes totales evaluados en tejido hepatico y muscular del marsupial
Thylamys €legans. .. ... ..o 23

Figura 8. Valores del ensayo TBARS de tejido hepatico y muscular, en individuos
aclimatados a diferentes tratamientos térmicos en de la especie Thylamys elegans..........24

Figura 9. Valores promedios del ensayo nitrato total en diferentes tejidos analizados en la
especie Thylamys €legans. ..o e 25

Figura 10. Porcentaje de inhibicion de SOD en diferentes tejidos evaluados en Thylamys
B AN . ..t 26

Figura 11. Concentracion de glutation total evaluados en tejido hepatico y muscular en el
marsupial Thylamys elegans... ... ..o 27

viii



Resumen

Una de las estrategias que permiten a los micromamiferos ahorrar energia en ambientes
estacionales, es el sopor diario o profundo el cual es inducido por diversos factores, tales
como la disminucion de la temperatura ambiental, disminucion del fotoperiodo y del
alimento. Los animales que realizan esta estrategia presentan altas concentraciones
antioxidantes que protegen sus tejidos del dafio oxidativo durante el retorno a la
normotermia, la cual estd acompafiada con un aumento brusco de oxigeno en los tejidos
produciendo un aumento de sustancias reactivas al oxigeno y radicales libres. Para el caso
de marsupiales, los estudios realizados son escasos y aun cuando se ha reportado una
variacion inter-especifica de la expresion de sistema enzimatico protector, poco es
conocido acerca de su respuesta durante el letargo fisioldgico. Por otro lado, se ignora si
los marsupiales sudamericanos presentan patrones de defensas antioxidantes similares a
lo ya descrito para otros mamiferos. Mas aun, se desconoce si especies que poseen
distintas estrategias de ahorro energético, tales como el sopor diario y la hibernacion,
presentan alguna diferencia en dicha respuesta. En esta tesis se estudid, por primera vez
la preparacion antioxidante hibernal de dos marsupiales Sudamericanos. Dromiciops
gliroides realiza sopor profundo o hibernacion y también sopor diario en verano. En

contraparte, Thylamys elegans se ha descrito que realiza sopor diario. Se someti6 a prueba
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la hipotesis que durante la preparacion antioxidante existe una mayor sobre-expresion de
un sistema de defensas antioxidantes en la hibernacion en comparacion al sopor diario.
Asi, se evaluo la capacidad antioxidante total (TAC), la actividad de superoxido
dismutasa (SOD), asi también la concentracion de glutation total (GSH) y ademas dos
parametros de estrés oxidativo, las sustancias reactivas al acido tiobarbutirico (TBARS) y
el nitrato total (NT). Los resultados revelaron que la capacidad antioxidante total esta
presente en ambas especies y que la GSH presenta una mayor concentracion en el tejido
muscular que en el tejido hepatico durante el sopor en D. gliroides, pero no en T. elegans.
Por el contrario, la SOD en hembras en sopor de T. elegans como D. gliroides presentaron
una mayor actividad que machos activos. En cuanto al estrés oxidativo, los machos de D.
gliroides en sopor y hembras activas presentaron una mayor concentracion de TBARS en
el tejido hepatico lo cual no fue apreciado en el tejido muscular. En T. elegans, individuos
en sopor y activos presentaron altas concentraciones de TBARS para ambos tejidos
evaluados. Asi también en T. elegans el NT en machos y hembras durante el sopor fue
mayor que individuos activos para ambos tejidos, no asi en D. gliroides, que solo
presentaron mayor actividad de NT en el tejido hepéatico los machos que se encontraban
en sopor. En resumen, la regulacion de la respuesta antioxidante no pareciera ocurrir a un
nivel organismico global, sino méas bien es tejido especifica y que los tejidos
metabolicamente activos presentan comparativamente mayor actividad antioxidante que
los tejidos estructurales. Finalmente, la sobreexpresion de la actividad de enzimas
antioxidantes representaria una adaptacion frente a la posible produccion de radicales
libres durante los periodos de letargo metabolico para ambas estrategias de ahorro de

energia.



Abstract

One of the strategies that allow micromammals save energy in seasonal environments, is
the daily torpor or deep sleep, which is induced by various factors such as decreased
ambient temperature, decreased photoperiod and food. Animals that perform this strategy
have high antioxidants concentrations that protect the tissues from oxidative damage
during the return to normothermia, which is accompanied by a sharp increase of oxygen
in the tissue, producing an increase of reactive oxygen substances and free radicals. In the
case of marsupials, studies are scarce and even though it has been reported an inter-
specific variation of the expression of protective enzyme system, little is known about its
response during physiological dormancy. On the other hand, it is ignored if the South
American marsupials have similar patterns of antioxidant defenses with other mammals
already described. Moreover, it is unknown whether species that have different energy
saving strategies, such as daily torpor and hibernation, show any difference in the
response. This study evaluated for the first time the hibernal antioxidant preparation of
two South American marsupials. Dromiciops gliroides performs deep torpor or
hibernation and daily torpor in summer. In counterpart it has been described that Thylamys
elegans performs daily torpor. The hypothesis that states that during antioxidant
preparation there is a greater over-expression of an antioxidant defense system in

hibernation compared to daily torpor was tested. Thus, the total antioxidant capacity
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(TAC) was evaluated, the activity of superoxide dismutase (SOD) and also the
concentration of total glutathione (GSH) and also two parameters of oxidative stress,
substances reactive to tiobarbituric acid (TBARS) and total nitrate (NO). The results
revealed that the total antioxidant capacity is present in both species and that GSH has a
higher concentration in the muscle tissue than in the liver tissue, during torpor in D.
gliroides, but not in T. elegans. In contrast, SOD in T. elegans and D. gliroides females
during torpor showed higher activity than active males. As for oxidative stress, male D.
gliroides during torpor and active females had a higher concentration of TBARS in the
liver tissue, which was not appreciated in muscle tissue. In T. elegans, active individuals
and in torpor presented high concentrations of TBARS for both tissues tested. So in T.
elegans, the NT in males and females during torpor was higher than active individuals for
both tissues, but not in D. gliroides, where only males in torpor had higher NT activity in
the liver tissue. In summary, the regulation of the antioxidant response appears not to
occur to a global organismic level, but is rather tissue specific and metabolically active
tissues have comparatively a higher antioxidant activity than structural tissues. Finally,
overexpression of antioxidant enzyme activity represent an adaptation to possible free
radical production during periods of metabolic dormancy for both energy saving

strategies.
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1. INTRODUCCION

Los pequefios organismos endotermos que habitan ambientes estacionales presentan
estrategias que le permiten mantener la homeostasis térmica a pesar de sus altas tasas de
pérdida de calor (organismos de pequefio tamafio tienen mayor superficie expuesta al
ambiente en relacion a su masa corporal), (McNab, 2002; Randal y Bruggren, 2002;
Willmer et al., 2005) y a los cambios en las condiciones ambientales relacionadas con la
temperatura y recursos alimentarios (Bozinovic y Merrit, 1991). Debido a lo anterior,
estos animales tienen que realizar una serie de ajustes que les permitan sobrevivir (Kortner
y Geiser, 2000). Entre de éstos, se han descrito modificaciones en la conducta desde la
busqueda de hibernaculos (Geiser, 2001; Nicol y Andersen, 2007), anidamiento comunal
(Gilbert et al., 2010; Canals y Bozinovic, 2011; Franco et al., 2012) y cambio en las
conductas de forrajeo (Vasquez, 1996; Careau et al., 2013). Por otro lado, se han descrito
mecanismos fisioldgicos compensatorios a nivel digestivo que permiten maximizar la
ingesta de los nutrientes (Sabat et al., 2005; Cortes et al., 2011), como también la
capacidad de abandonar la normotermia y entrar en un estado de letargo, también conocida
como sopor o hibernacion.

Este letargo se caracteriza por la disminucidn transitoria en la tasa metabdlica,
frecuencia cardiaca, temperatura corporal y actividad fisica (Humphries et al., 2003;
Willmer et al., 2005; Wojciechowski et al., 2007). El sopor puede durar desde un par de

minutos a horas, en cuyo caso se denomina sopor diario, pero también durar dias y hasta



meses, en cuyo caso se habla de hibernacion (Ruf y Geiser, 2015). Entre los principales
desencadenantes del sopor y de la hibernacién, esta el cambio en fotoperiodo (dias mas
cortos), disminucion en las temperaturas ambientales y la disminucion en la disponibilidad
de alimento ((Bozinovic y Merrit, 1991; Geiser, 2011). Todas estas estrategias permiten a
los organismos ahorrar energia durante los periodos con temperaturas ambientales bajas y
la baja oferta tréfica (Kortner y Geiser, 2000; Melvin y Andrews, 2009).
Existen diversos costos asociados a la estrategia de ahorro energético por sopor o
hibernacion. Por ejemplo, se ha encontrado que durante el recalentamiento que caracteriza
la vuelta a la normotermia, después de un evento de sopor ocurre un aumento brusco en
la produccidn de calor y por ende del consumo de oxigeno, lo cual libera una gran cantidad
de especies reactivas de oxigeno (ROS, por su sigla en inglés) debido a la reintroduccién
de oxigeno en los tejidos (Buzadzic et al., 1997; Vereneo, 2002). Estas sustancias son
productos de algunas reacciones metabolicas las cuales varian en el tiempo de vida media,
reactividad o capacidad pro-oxidante (Page et al., 2009; Pamplona y Costantini, 2011;
Constantini, 2014). En presencia de algun metal u otro elemento con el cual reaccionan,
las ROS pueden generar diversos grados de dafio celular, tales como cambios de
permeabilidad de membrana cuando se produce una reaccion de peroxidacion lipidica,
mutaciones puntuales, desmetilacion de citosinas en las hebras de ADN, y también
cambios conformacionales en las proteinas (Vereneo,. 2002; Starkov et al., 2004,
Costantini, 2014)

Todos los organismos, incluyendo el ser humano, utilizan una serie de defensas

antioxidantes que previenen el dafio celular (Davies, 2000) . De hecho, los animales que



hacen frente a cambios de temperatura o largos periodos bajo anoxia presentan
adaptaciones bioquimicas que les permites tolerar el ingreso de oxigeno a sus tejidos y
evitar el dafio por estrés oxidativo (Storey, 1996). La generacion de defensas
antioxidantes, las cuales pueden ser de origen enzimatico y no enzimatico, interacta con
las ROS permitiendo asi la reduccién o la prevencion del efecto oxidativo (Halliwell y
Gutteridge, 2007; Page et al., 2009). En este sentido, la presencia de actividad antioxidante
es de particular importancia en especies que presentan aumentos bruscos en el
metabolismo de sus tejidos y por ende aumentos en las concentraciones de ROS.
Efectivamente, Avci y col. (2014) evaluaron el efecto de la hibernacién sobre los eventos
antioxidantes utilizando como modelo de estudio Spermophilus xanthoprymnus, un roedor
hibernante. Ellos encontraron resistencia al estrés oxidativo en diferentes tejidos
sometidos a tratamientos de hibernacion, despertar y no hibernacién. Los autores
documentaron un aumento en los niveles de oxido nitrico (NOx) en el cerebro en los
individuos que se encontraban en hibernacion, lo que indica que durante la hibernacion se
generan altas concentraciones sustancias reactivas al oxigeno entre ellas 6xido nitrico
(Nox) que estan relacionadas con la inflamacion de los tejidos (Zhou et al., 2001).

El conocimiento que tenemos del estrés oxidativo durante la hibernacion proviene
mayoritariamente de estudios en mamiferos placentados y es escaza la informacién que
existe en marsupiales. (Buzadzic et al., 1997; Shaeffer et al., 2003; Page et al., 2009;
Careau et al., 2013; Franco et al., 2013; Avci et al., 2014). En estos ultimos solo se ha
evaluado el estrés oxidativo en estado silvestre (Whittington et al., 1995; Shaeffer et al.,
2003; Franco et al., 2013), lo que ha impedido establecer generalizaciones al respecto.

Mas aun, resulta interesante que los marsupiales sudamericanos presenten estrategias



fisioldégicas como el sopor e hibernacion aun cuando estos generalmente habitan en
ambientes con fluctuaciones de temperatura y disponibilidad de alimento menos extremas
que sus contrapartes nérdicos (Buzadzic etal., 1997; Avci et al., 2014). Esta tesis pretende
abordar este tema, evaluando si las respuestas y capacidades antioxidantes de marsupiales
sudamericanos son comunes a los presentados. Paralelamente, se desconoce si las especies
que realizan sopor diario presentan respuestas similares a un animal que realiza
hibernacion. Para responder a estas interrogantes se propuso evaluar la preparacion
hibernal mediante la defensas antioxidantes en uno de los Gnicos marsupiales hibernante
de Chile, el Monito del Monte, Dromiciops gliroides (Bozinovic et al., 2004; Franco et
al., 2012; Ruf y Geiser, 2015). Ademas, para comprender si los mecanismos de respuesta
son similares entre animales que poseen estrategias de sopor diferente (diario y
estacional), se analizara la respuesta de proteccion oxidativa de la Yaca, Thylamys
elegans, un marsupial que realiza sopor diario (Bozinovic et al., 2005). Se Comparara
enzimas relacionadas al estrés oxidativo, siguiendo un disefio experimental mediante
aclimatacion térmica que permita inducir a los individuos de ambas especies a presentar
sopor y actividad. Con los antecedentes ya expuestos se predice que los i) individuos en
un letargo metabolico presentaran mayores defensas antioxidantes que las protegera de un
dafio oxidativo en relacion a individuos activos y ii) se espera que aquellos individuos que
realizan hibernacion presentan mayores concentraciones de antioxidantes que aquellos
que realizan sopor diario. En resumen, el proposito de esta tesis fue evaluar la preparacion
antioxidante de dos marsupiales sudamericanos, de los cuales uno de ellos realiza

hibernacion y otro sopor diario.



2. HIPOTESIS

Dado que en el proceso de recalentamiento durante el despertar de la hibernacion, el
oxigeno ingresa bruscamente a las células generando especies reactivas y radicales libres,
se espera que marsupiales hibernantes disminuyan el dafio celular por estrés oxidativo,
mediante la produccién de defensas antioxidantes de origen enzimatico. Dado este
escenario se espera encontrar una diferencia de la actividad total de antioxidantes de los
tejidos durante el sopor al ser comparados con los tejidos en actividad. Del mismo modo,
se espera encontrar que la hibernacion deberia ser una estrategia que presente mayor
defensa antioxidante a través de mayores niveles basales y/o mayor respuesta al estrés
térmico, al ser comparado con un estado de sopor diario. Esto seria un mecanismo
compensatorio que permite a los organismos gue realizan un abandono de la endotermia

por varios dias y evitar el dafio por estrés oxidativo a nivel celular y molecular.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

Comparar las defensas antioxidantes durante el estado de letargo energético y la actividad
en dos especies de marsupiales que presentan estrategias de ahorro de energia diferente:

sopor diurno e hibernacion.

3.2 Objetivos especificos:

a) Evaluar diferencias de defensas antioxidantes en animales en sopor y/o hibernacion y
actividad.
b) Estimar si existe una variacion de las variables antioxidantes en los tejidos evaluados

de las dos especies de marsupiales aclimatados a dos regimenes térmicos.



4. METODOLOGIA

4.1. Modelo de estudio

Dromiciops gliroides tiene un rango de distribucion que comprende desde la Region de
los Rios hasta Chiloé en Chile, y en el sector de Neuquén en Argentina (D Elia et al.,
2016). Esta especie habita en el bosque templado lluvioso (Quijano, 2008; Cortes et al.,
2011; Franco et al., 2011) y ha sido descrito como el Unico marsupial hibernante de
Sudamérica (Bozinovic et al., 2004). Ademas estudios recientes demuestran que presenta
sopor diario incluso en el periodo estival (Nespolo et al., 2010; Ruf y Geiser, 2014).

Thylamys elegans presenta una distribucion desde la zona costera del sur de Pert (10° S)
hasta el valle central de Chile (37° S rio Bio-Bio), habitando en biomas abiertos y secos
(Meyhnard et al., 2002). Esta especie realiza sopor diario en ausencia de alimento, la cual
seria una respuesta flexible y oportunista a la variabilidad del ambiente (Sabat et al., 1993;
Sabat y Bozinovic, 1994; Sabat el al., 1995; Opazo et al., 1999; Nespolo et al., 2002;

Bozinovic et al., 2005)



4.2. Captura de Individuos.

Doce individuos de D. gliroides fueron capturados utilizando trampas Tomahawk,
cebadas con banana en el sitio experimental San Martin, dependiente del Instituto de
Ciencias Ambientales y Evolutivas, Universidad Austral de Chile, ubicado en Valdivia
(39°38’S y 73°07°0) . Las trampas fueron protegidas con una bolsa plastica para evitar la
exposicion de lluvia al animal capturado. Dentro de la trampa se dispuso algodon sintético
que le sirvio de refugio durante el periodo de captura. A primera hora de la mafiana se
procedio a revisar las trampas y cada animal capturado fue clasificado como juvenil o
adulto. Posteriormente, los animales fueron trasladados al Instituto de Ciencias
Ambientales y Evolutivas de la Universidad Austral donde fueron mantenidos a
condiciones ambientales a 25°C con fotoperiodo 12:12, con agua y alimentacion ad-
libitum que consistia en larvas de Tenebrio molitor y manzana, previo a las
aclimataciones.

Doce individuos de T. elegans se capturaron en Quebrada de la Plata (33° 30S, 70° 540,
Universidad de Chile). Se utilizaron trampas Sherman, las cuales fueron ubicadas bajo los
arbustos y cercanos a rocas. El cebo utilizado en las trampas fue una mezcla de banana
con atun y avena. Al igual que el muestreo de D. gliroides a cada trampa se le incluy6
algodon para la proteccion. Los individuos de T. elegans fueron llevados de inmediato al
Laboratorio de Ecofisiologia Animal de la Universidad de Chile, fueron mantenidos en
condiciones ambientales de 25°C y fotoperiodo 12:12 y alimentacion ad-libitum que

consistia en larvas de Tenebrio molitor y manzana previa a la aclimatacion.



4.3. Aclimatacion térmica

Una vez concluido un periodo de habituacion a las condiciones de cautividad por 10 dias,
para cada especie, los individuos fueron pesados y separados en dos tratamientos
experimentales con seis individuos cada uno, de manera aleatoria, pero cuidando de que
en cada tratamiento hubiesen 3 machos y 3 hembras. Las masas al inicio fueron
estadisticamente similares entre tratamientos para cada especie (véase Tabla 2, Figura 1).
De este modo, seis individuos de cada especie fueron aclimatados en el tratamiento
“actividad”, el que consistio en mantener a los individuos a una temperatura ambiental de
25 £ 1 °C con un fotoperiodo L:D 12:12. Por otro lado, seis individuos de cada especie
fueron aclimatados al tratamiento “sopor”, mantenidos a temperatura ambiente de 10 +
1°C y con un fotoperiodo L:D 12:12 (Tabla 1). Para ambos tratamientos, los individuos
fueron mantenidos en cajas individuales de 22 | (44 x 28 x 22cm), en las que se dejaba
tubos de cartén, musgo y viruta, para que la construccion de refugio y los animales fueron
alimentados ad libitum con larvas de Tenebrio molitor, manzana y agua. Para corroborar
si los individuos se encontraban en sopor, se realizaron observaciones directas dos veces
al dia y si estos se encontraban en la posicion tipica de los mamiferos hibernantes, es decir
posicién fetal, con las orejas plegadas y cabeza cercana al abdomen, se registrd el tiempo
en que el animal estuvo en sopor. No se realiz6 una medicion de la temperatura corporal,

para no producir una interrupcion del periodo de sopor.



Tabla 1. Resumen de la aclimatacion térmica realizada para Dromiciops gliroides y

Thylamys elegans.

Tratamiento Sopor
Ta:10x1°C

Fotoperiodo 12L:12D

Tratamiento Activo
Ta:25+1°C

Fotoperiodo 12L:12D

Dromiciops gliroides

33399 n=6

d3d%%n=6

Thylamys elegans

d3d%%2n=6

d3d%%n=6

4.4. Preparacion de muestras.

Luego de 21 dias de aclimatacion térmica, los animales fueron eutanasiados e
inmediatamente fue extraido el higado y el mdsculo de las extremidades inferiores. Los
tejidos fueron pesados y almacenados a -70°C. Para el andlisis de los niveles de
antioxidantes, muestras de tejido fueron descongeladas, pesadas y homogeneizadas en
buffers adecuados para cada kit comercial en un homogenizador Ultra Turrax a 12.000
rpm en hielo. Los homogenizados fueron centrifugados a 4°C y a revoluciones variables,
dependiendo de los tejidos y los requerimientos especificos de cada determinacion. El
sobrenadante fue retirado y almacenado para las posteriores determinaciones
espectrofotométricas de estrés oxidativo mediante los kits comerciales (BioVision,
Sigma-Aldrich y Fermelo). La tabla 2 presenta un resumen de los parametros evaluados y

sus respectivas funciones.

10



Tabla 2. Resumen de las variables a analizar en los homogeneizados de tejidos de animales
aclimatados a distintos tratamientos térmicos.

Muestra Funcion

Superdxido | Cataliza la dismutacion de anion superoxido (O27) en perdxido de
Dismutasa hidrogeno (H202) y oxigeno molecular (Oy).

(SOD) El porcentaje de reduccidon con un anidn superoxido esta linealmente
Kit  Sigma- | relacionada con la actividad de la xantina oxidasa (XO), y es inhibida por
Aldrich SOD. La actividad de inhibicion de SOD, es determinada por el método

de colorimetria

Nitrato Total
(NT)

Kit Fermelo

Es un mensajero bioldgico muy versatil en los sistemas bioldgicos, es un
mediador de enfermedades vasculares, inflamacion y cancer. Pero el rol
mas importante es la activacion de la guanilato ciclasa.

Este ensayo tiene dos etapas primero es la reduccion de nitrato a (NO3)
a nitrito (NO2-) por la nitrato reductasa luego el nitrato total es detectado
por los reactivo de Griess y el producto final es determinado por

absorbancia

Glutation
Total (GSH)
Kit Fermelo
(D. gliroides)

Kit

Encargada en la remocién de hidroperoxidos y mantiene el estado de
oxidacion de proteinas sulfhidricas.

En este ensayo la enzima glutation reductasa reduce glutation oxidado
(GSSG) a glutation reducido (GSH) en presencia de NADPH.

Posteriormente, un cromdgeno reacciona con el grupo tiol de GSH para

11




BioVision

(T.elegans)

producir un compuesto coloreado que absorbe a 405 nm, mediante

espectrofotometria.

Peroxidacion
Lipidica,
(TBARS)

Kit Fermelo

Los lipidos con mayor grado insaturacion, son mas sensibles a la
peroxidacion de lipidos, que causa un estrés y dafio fisiopatoldgicos. Para
evaluar el estrés oxidativo se evaldan productos finales de la peroxidacion
lipidica como; malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE).
Este ensayo permite evaluar la reaccion de malondialdehido (MDA) con
el &cido tiobarbitdrico (TBA), que forman el aducto MDA-TBA, el cual

es cuantificado mediante colorimetria.

Capacidad

Antioxidante
Total (TAC)
Kit  Sigma-

Aldrich

Bajo condiciones fisioldgicas normales la generacion de ROS esta
contrarrestada por la accién de agentes antioxidantes, las cuales puedes
ser enzimas 0 micro y macro moléculas, que se ubican transitoriamente
en diferentes tejidos y células.

El ensayo consiste en la formacién de radical ferril mioglobina a partir de
la reaccion de metilbioglobina con perdéxido de hidrogeno. Este radical
(ferril mioglobina) reacciona con ABTS, produciendo un cation radical

que es el que se determina mediante espectrofotometria.
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4.5. Andlisis estadisticos

Para evaluar la normalidad de los datos se procedié a realizar un test Shapiro-Wilk; si la
distribucion no se ajustd a la normalidad, se procedié a transformar por log 10. Para
evaluar la homogeneidad de varianzas se realiz6 un Levene test.

Se realiz6 un andlisis de varianza factorial utilizando como factores fijos el tratamiento
térmico con dos niveles (sopor y actividad) y el factor fijo sexo con dos niveles, macho y
hembra. Se realizo este analisis para los dos tejidos evaluados (higado y mdsculo) y en
ambas especies T. elegans y D. gliroides.

La variacion temporal de la masa corporal por especie, se analizé mediante un analisis de
varianza de medidas repetidas (RM ANOVA), donde el factor fijo a evaluar fue el
tratamiento térmico (activo y sopor) y la masa al inicio y el final de la aclimatacién, como
medidas repetidas.

Todos los andlisis fueron realizados mediante el programa Statistica 7 (StatSoft,

http://www.statsoft.com) y los graficos mediante el programa SigmaPlot versién 10.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Variacion masa corporal

Al inicio de la aclimatacion la masa corporal no presentd diferencias significativas entre
los tratamientos experimentales en ambas especies (Tabla 3). Sin embargo, al final de la
aclimatacion los individuos de T. elegans presentaron diferencias producto del tratamiento
térmico, siendo los individuos del tratamiento Activo los que presentaron un aumento en
la masa corporal (RM ANOVA F1.10=9,57 p=0,01). Esta variacion también se vio reflejada
en el tiempo, debido a que los individuos del tratamiento Activo de T. elegans aumentaron
su masa corporal al final de la aclimatacion (RM ANOVA F1.10=5,69 p=0,04).

En los individuos de D. gliroides no se observé diferencias significativas en la masa
corporal en el tiempo (RM ANOVA F110=1,39 p=0,27). Del mismo modo, este cambio
no ve reflejado en los tratamientos térmicos a lo largo del tiempo (RM ANOVA

F110=3,04, p=0,11) (Figura 1)
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Tabla 3. Descripcion de masas corporales de individuos de Thylamys elegans y
Dromiciops gliroides al inicio de la aclimatacion. Para ambas especies no hubo diferencias
estadisticas al inicio del tratamiento.

Especie Tratamiento n Promedio + Méax.-Min
Error estandar
Thylamys elegans | Activo n=3 24,70 £ 1,19 28,58-21,20
Sopor n=3 24,62 + 0,69 27,60-22,70
Dromiciops Activo n=3 27,57 + 4,66 42,97-17,25
gliroides
Sopor n=3 27,47 + 4,20 45,63-18,36
Thylamys elegans Dromiciops gliroides

©
S
w
S

ab be

Masa corporal (g)
8

Masa corporal (g)
S

=
o
=
5]

Inicio aclimatacion Final aclimatacion Inicio aclimatacién Final aclimatacion

Fig.1. Variacién temporal de la masa corporal en individuos de Thylamys elegans y
Dromiciops gliroides aclimatados a diferentes tratamientos térmicos. Las barras muestran
medias + EE.
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5.2 Estrés oxidativo en Dromiciops gliroides

Los antioxidantes totales evaluados en el tejido hepatico de D. gliroides no presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre machos y hembras (ANOVA F15=1,39
p=0,27). De igual forma el tratamiento térmico no tuvo un efecto sobre esta actividad
(ANOVA F18=0,22, p=0,65) y la interaccion tampoco evidencio diferencias
estadisticamente significativas (ANOVA F1=0,94; p=0,36) (Figura 2).

La actividad de antioxidantes totales en los individuos de D. gliroides en el tejido
muscular no presenté diferencias entre sexos (ANOVA F18<0,001; p=0,96), o entre los
tratamientos experimentales (ANOVA F18=0,25; p=0,63). Del mismo modo, la
interaccion entre estos factores tampoco evidencidé un efecto estadisticamente

significativo (ANOVA F15=2,13; p=0,18) (Figura 2).

Tejido hepatico Tejido muscular
0,25 0,25
Il sopor Il sopor
I Activo I Activo
0,20 4 0,20 4
0,15 0,15 4
s s
=z 2
) o
< <
= =
0,10 0,10 4
0,05 0,05 4
0,00 0,00
Macho Hembra Macho Hembra

Fig. 2. Concentracion de antioxidantes totales de individuos de D. gliroides evaluadas en
tejido hepatico y muscular, bajo dos tratamientos térmicos. Se grafica las medias + EE.
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Los niveles de peroxidacion lipidica en el tejido hepatico en los individuos de D. gliroides
no presentd diferencias entre sexos (ANOVA F15=0,00; p=0,99) ni entre los tratamientos
de aclimatacion térmica (ANOVA F18=1,60; p=0,24). Sin embargo, se pudo apreciar una
tendencia en la interaccion entre los factores evaluados; los machos en sopor presentan
mayor peroxidacion lipidica que sus respectivos en actividad y las hembras presentan
concentraciones similares de este ensayo (Fig. 3, ANOVA F18=4,30; p=0,07).

Al evaluar la peroxidacion lipidica en el tejido muscular de individuos de D. gliroides no
se encontro efecto del sexo (ANOVA F18=0,08 p=0,79), ni del tratamiento térmico
(ANOVA F18=0,17 p=0,69). Del mismo modo la interaccion entre estos factores no fue

estadisticamente significativa (Figura 3. ANOVA F15=1,06 p=0,33).

Tejido hepatico Tejido muscular

| B
I Sopor —
I Activo

0,06 0,06 —

0,04 — 0,04 —

TBARS(UM)
TBARS(LM)

0,02 — 0,02

Macho Hembra Macho Hembra

Fig. 3. Valores de los en ensayo de TBARS en individuos de Dromiciops gliroides
evaluados en tejido hepatico y muscular. Se grafican las medias + EE.
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En el tejido hepatico también evaluamos el nitrato total. No hubo diferencias entre machos
y hembras (ANOVA F15=0,62 p=0,45), ni del tratamiento térmico (ANOVA F1s=0,10
p=0,76). Del mismo modo, la interaccion de estos factores no presentd diferencias
estadisticas (ANOVA F18=0,14 p=0,72) (Figura 4).

Los valores de nitrato total evaluadas en D. gliroides en el tejido muscular no evidenciaron
diferencias significativas entre el sexo (ANOVA F18=0,16 p=0,70). Del mismo modo, no
se encontré diferencias por parte de los tratamientos térmicos (ANOVA F15=0,03

p=0,86), ni de la interaccion entre los factores (ANOVA F15=0,00 p=0,95) (Figura 4).

Tejido hepatico Tejido muscular
0,4 04
I sopor I sopor
I Activo I Activo

0,3 4 03—

(um)

02+ 02 -

NT(uM)

NT

0,1 — 01—

0,0 0,0 —

Macho Hembra Macho Hembra

Fig.4. Concentracion de nitrato total evaluada en tejido hepatico y muscular de individuos
de D. gliroides, bajo distintos tratamientos térmicos. Las barras presentan las medias +
EE.
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La evaluacion del antioxidante superdxido dismutasa (SOD) en el tejido hepatico de los
individuos de D. gliroides no arrojé diferencias entre machos y hembras (ANOVA
F18=0,20 p=0,66), y tampoco se evidencio un efecto de los tratamientos térmicos
(ANOVA F18=1,29 p=0,29). Y la interaccion de estos factores evidencid una tendencia,
los individuos del sexo masculino en condiciones de actividad presentaron mayor
porcentaje de inhibicion que los individuos del mismo género en sopor. (Fig. 5. ANOVA
F18=4,60 p=0,06).

En el tejido muscular de los individuos de D. gliroides los valores de porcentaje de
inhibicidn de superdxido dismutasa no evidenciaron diferencias por el sexo (ANOVA
F18=0,21 p=0,66), asi también presentan respuestas similares entre sopor y actividad
(ANOVA F18=0,11 p=0,74). Del mismo modo no hubo un efecto de la interaccion de

estos factores (ANOVA F18=0,83 p=0,39) (Fig.5).

Tejido hepatico Tejido muscular
100 100
Il sopor Il Sopor
I Activo I Activo
80 —| 80 -
60 — 60 |
g g
g a
3 3

40 40

Macho Hembra Macho Hembra

Fig.5. Porcentaje de inhibicion del antioxidante superoxido dismutasa, evaluado en tejido
hepéatico y muscular en individuos de D. gliroides. Las barras presentan las medias + EE.
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El glutation total evaluado en el tejido hepatico de D. gliroides no presentd diferencias
entre sexos (ANOVA Fi15=0,66 p=0,44), como tampoco entre los tratamientos
experimentales (ANOVA F18=1,78 p=0,22). Del mismo modo, no hubo efecto de la
interaccion de estos factores (ANOVA F18=0,12 p=0,74).

La evaluacion de la actividad de glutation en el tejido muscular de individuos de D.
gliroides no revelo6 diferencias significativas entre sexos (ANOVA F18=1,90 p=0,21),
pero si hubo diferencias entre individuos activos y en sopor, donde estos Ultimos
presentaban concentraciones hasta dos veces lo encontrado en los individuos activos.
(Fig.6, ANOVA F18=21,54 p=0,002). La interaccion de estos factores no fue

estadisticamente significativa (ANOVA F1s=1,04 p=0,34).

Tejido hepatico Tejido muscular

— i I sopor
ctivo I Activo

0,05 — 0,05 —

0,04 — 0,04 —

0,03 — 0,03 —

GSH(M)
GSH(M)

0,02 — 0,02 —

0,01 — 0,01 —

0,00 0,00
Macho Hembra Macho Hembra

Fig.6 Concentracion de glutation total evaluados en tejido hepéatico y muscular en
individuos de la especie D. gliroides. Las barras indican medias + EE y las letras muestran
las diferencias de este antioxidante en los tratamientos térmicos (Sopor y Activo).
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Tabla 4. Resumen de las variables evaluadas en D. gliroides. En la tabla se expresan los
valores méximos y minimos evaluados y el promedio, junto con el error estandar en cada
tejido evaluado para esta especie.

Dromiciops gliroides Tejido hepético Tejido muscular

Variable N Max-Min Promedio+EE N Max-Min Promedio+EE
Antioxidantes 12 0,202-0,108 0,157 £ 0,008 12 0,165-0,113 0,143+ 0,003
Totales (UM)

TBARS (uM) 12 0,0810-0,003 0,0386 + 0,007 12 0,0310-0,007 0,0168+0,002
Nitrato Total (M) 12 | 0,549-0,066 0,193 + 0,040 12 | 0,359-0,073 0,194+0,026
Superéxido (%) 12 90,926-9,074 35,280 + 6,945 12 63,368-2,526 24,271+5,438
Dismutasa

Glutation total (uM) | 12 0,0632-0,004 0,0287 + 0,005 12 0,0473-0,006 0,0183+0,003
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5.3 Estrés oxidativo en Thylamys elegans

Los valores de antioxidantes totales analizados el tejido hepatico de los individuos de
Thylamys elegans evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre machos
y hembras. Los machos presentaron valores mas altos que las hembras (ANOVA F15=7,08
p=0,03). EI ANOVA revel6 que existe una tendencia al aumento de los niveles de
antioxidantes totales en los individuos activos en comparacion a los individuos en sopor
(ANOVA F18=4,99 p=0,06). No se encontro un efecto significativo de la interaccion entre
ambos factores (ANOVA F15=0,02 p=0,90) (Figura 7).

Los antioxidantes totales evaluados en el tejido muscular de los individuos de T.
elegans no presentaron diferencias entre machos y hembras (ANOVA F18=0,53 p=0,49),
ni entre los tratamientos térmicos, aun cuando se pudo observar una tendencia al aumento
en el grupo de animales activos en comparacion al sopor (ANOVA F1=0,45 p=0,07,
Figura 7). No se encontro un efecto significativo de la interaccion entre factores (ANOVA

F18=1,50 p=0,26).
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Tejido hepatico Tejido muscular

0,30 0,30
I Sopor I Sopor
Bl Activo I Activo
0,25 - 0,25 -
0,20 - 0,20 -
s s
=2
S 015 5 0154
P-4 <
= =
0,10 0,10 o
0,05 — 0,05 —
0,00 0,00 -
Macho Hembra Macho Hembra

Fig. 7. Antioxidantes totales evaluados en tejido hepatico y muscular en el marsupial T.
elegans. Las letras en el tejido hepético evidencian diferencias entre machos y hembras.

Datos muestran medias + E.E.
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Al evaluar la peroxidacion lipidica en tejido hepéatico de T. elegans no se encontrd
diferencias entre sexos (ANOVA F18=0,67 p=0,44), como tampoco entre los tratamientos
experimentales (ANOVA F15=0,55 p=0,48). Del mismo modo, la interaccion de estos
factores no fue significativa (ANOVA F1.=0,05 p=0,83) (Figura 8).

Las concentraciones indicadoras de la peroxidacion lipidica en el tejido muscular de los
individuos de T. elegans no presentaron diferencias entre sexos (ANOVA Fi1g=1,54
p=0,25), ni del tratamiento térmico (ANOVA F1.8=1,09 p=0,33). No se encontro un efecto

significativo entre ambos factores (ANOVA F18=0,84 p=0,39) (Figura 8).

Tejido hepatico Tejido muscular
0,06
I Sopor Il sopor
I Activo I Activo

0,06

0,05 005 4

0,04 — 0,04 o

0,03 0,03 4

TBARS (M)
TBARS(UM)

0,02 — 0,02 —

0,01 — 0,01 —

0,00 0,00
Macho Hembra Macho Hembra

Fig.8. Valores del ensayo TBARS de tejido hepatico y muscular, en individuos
aclimatados a diferentes tratamientos térmicos en de la especie T. elegans. Datos muestran
medias + EE.
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El nitrato total (NT) evaluado en individuos de T. elegans en el tejido hepatico no presento
diferencias significativas entre sexos, aunque si se puede observar una tendencia en el
aumento de NT en los machos en comparacion a las hembras (ANOVA F1g=4,51e-7
p=0,07), como tampoco entre los tratamientos térmicos, aun cuando existe una tendencia
hacia un aumento en los individuos en el tratamiento en sopor al ser comparados con los
individuos activos (ANOVA F18=4,92 p=0,06. Figura 9). La interaccion de estos factores
no fue significativa (ANOVA F18=0,87 p=0,38).

Los niveles de NT del tejido muscular de los individuos de T. elegans no fueron afectados
por el sexo (ANOVA F18=2,98 p=0,12), el tratamiento experimental (ANOVA F1.=3,86

p=0,09) ni por la interaccion de estos factores (Fig. 9, ANOVA F15=1,71 p=0,23).

Tejido hepatico Tejido muscular

Il sopor I sopor
I Activo I Activo

03 03

(M)

02+ 02 -

NT(uM)

NT

01+ 01 -

0,0 0,0

Macho Hembra Macho Hembra

Fig.9. Valores promedios del ensayo nitrato total en diferentes tejidos analizados en la
especie T. elegans. Las barras muestran media + EE.
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Los niveles de SOD del tejido hepatico de individuos de T. elegans, no presento6 un efecto
del sexo (ANOVA F18=0,27 p=0,62) ni del tratamiento térmico (ANOVA F18=0,97
p=0,35). Sin embargo, se encontr6 un efecto significativo en la interaccién de estos
factores. En sopor los machos presentaron valores menores que las hembras y por el
contrario, en los individuos del tratamiento activo, los machos presentaron valores
mayores que las hembras (Fig. 10, ANOVA F18=22,68 p=0,001). Asimismo, los niveles
de SOD en el tejido muscular no fueron afectados por el sexo (ANOVA F18=1,96 p=0,20),
el tratamiento experimental (ANOVA F18=0,67 p=0,44) o la interaccion entre ambos

factores (ANOVA F18=0,50 p=0,50) (Figura 10).

Tejido hepatico Tejido muscular

100 100

I Sopor I Sopor
I Activo I Activo
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Macho Hembra Macho Hembra

Fig.10. Porcentaje de inhibicion de SOD en tejido hepéatico y muscular evaluado en T.
elegans. Las letras evidencian una interaccion entre los factores en el tejido hepatico. Se
presentan las medias + EE.
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La concentracion de glutation total (GSH) evaluado en el tejido hepatico de los individuos
de T. elegans no presento diferencias significativas entre sexos (ANOVA F15=0,00
p=0,95) y tampoco hubo diferencias debidas al tratamiento térmico (ANOVA F1=0,00;
p=0,99). No se encontrd un efecto significativo de la interaccion (Fig.11, ANOVA
F18=0,13 p=0,73). El analisis realizado para la concentracion de GSH en el tejido
muscular no evidencio diferencias entre machos y hembras (ANOVA F1=0,00 p=0,95).
Por altimo, no se encontraron deferencias entre tratamientos experimentales, pero si una
tendencia, donde los individuos activos presentaron una tendencia a concentraciones
mayores de GSH que los individuos en sopor (ANOVA F18=4,46 p=0,07). La interaccién

entre Sexo x Tratamiento no fue significativa (ANOVA F15=0,28 p=0,61) (Figura 11).
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Fig. 11. Concentracion de glutation total evaluados en tejido hepéatico y muscular en el
marsupial T. elegans. Se presentan los datos como media + EE.
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Tabla 5. Resumen de las variables evaluadas en la especie T. elegans. En la tabla se
expresan los valores méximos y minimos evaluados y el promedio, junto con el error

estandar en cada tejido evaluado para esta especie.

Thylamys elegans

Tejido hepético

Tejido muscular

Variable N Max-Min PromediotEE N Max-Min Promedio+EE
Antioxidantes 12 0,277-0,180 0,217 + 0,009 12 0,141-0,002 0,0685+ 0,013
Totales (UM)

TBARS (UM) 12 0,052-0,012 0,0347 £ 0,003 12 | 0,037-0,009 0,0185+0,002
Nitrato Total (M) 12 0,299-0,059 0,184 £ 0,020 12 | 0,368-0,046 0,176+0,026
Superoéxido 12 61,343-17,143 | 37,650 + 3,998 12 | 43,013-5,556 23,630+3,820
Dismutasa (%)

Glutation total (uM) | 12 1,872-0,099 0,988 +0,178 12 | 0,262-0,032 0,152+0,025
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6. DISCUSION

En esta tesis se evalud en qué medida dos especies de marsupiales que presentan distintos
estados de letargo metabdlico presentan diferencias en la preparacién antioxidante. La
prediccion general fue que individuos que entran en hibernacion deberian presentar
mayores concentraciones de antioxidantes que un sopor diario. Por otro lado, si los
individuos poseen una respuesta general en cuanto a su preparacion antioxidante, los
diferentes tejidos debieran responder de manera similar, tanto en la proteccion como en el
dafo oxidativo. Los resultados indican de manera general que las respuestas de proteccion
antioxidante en ambas especies es un mecanismo mas bien especifico que global. La
estructura de esta seccion sera primero discutir los efectos del tratamiento experimental
sobre la proteccion antioxidante y las defensas entre los diferentes tejidos analizados en
ambas especies. Luego, esta discusion se centrara en evaluar cudl es el dafio oxidativo que
presentan estas dos especies, posterior a una exposicion critica al frio. Por ultimo, se
mencionaran algunas de las proyecciones que surgen de esta tesis, tal como la necesidad
de comprender la dindmica de cambios en las actividades de antioxidantes a nivel tisular

en las distintas etapas del letargo metabdlico.
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6.1 Proteccion antioxidante

Las reacciones metabdlicas generan desechos que pueden ser sustancias reactivas al
oxigeno (ROS), tales como superoxido, perdxido de hidrégeno o radical hidroxilo (Storey,
1996). A su vez, estas sustancias pueden generar una serie de reacciones en cadena que
modifican quimicamente otras moléculas, alternando aminoacidos especificos en algunas
proteinas, permitiendo cambios conformacionales o rompiendo hebras de 4cido
desoxirribonucleico (DNA) y desencadenando mutaciones puntuales (Venereo, 2002;
Pamplona y Constantini, 2011). Sin embargo, frente a estos ROS existen un sistema de
defensas antioxidantes que tienen por funcién retrasar o prevenir el dafio oxidativo. Asi,
los antioxidantes se encuentran en equilibrio con la formacion de ROS (Storey, 1996).

Estas defensas por un lado pueden ser de origen exdgeno como el acido Urico y vitaminas
E y C, las cuales pueden ser incluidas mediante la dieta. Diversos estudios han evaluado
la concentracion de antioxidantes en diversas condiciones (e.g; exposicion cronica al frio,
exposicion a rayos UV, diferentes fases en el letargo metabdlico y animales en estado
silvestre) tanto en vertebrados (Wilhelm Filho et al., 2007; Reguera et al., 2014), como
invertebrados (Giraud-Billoud et al., 2013) e incluso en plantas (Agati et al., 2013). Por
ejemplo Schneeberger y col. (2014), demostraron que la variacion en la dieta natural de
murciélagos neotropicales se asocia a diferencias en el consumo de antioxidantes, lo que
a su vez se traduce en una mayor proteccion de antioxidantes y bajos niveles de estrés
oxidativo en las especies frugivoras. Este y otros estudios (Frank et al., 1998;

Venkatraman et al., 1998; Beaulieu & Constantini 2014), nos indican la importancia de la
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incorporacion de antioxidantes de manera exogena y de su rol en la disminucion del estrés

oxidativo.

Por otro lado, y como se menciond, las defensas antioxidantes pueden ser de origen
enddgeno (Storey, 1996; Venereo, 2002). Esta tesis se centrd en la respuesta enddgena y
el posible dafio oxidativo como consecuencia del letargo metabdlico en dos especies de
marsupiales sudamericanos que manifiestan una depresion metabdlica, cuando las
temperaturas ambientales y la disponibilidad de alimento disminuye (Bozinovic et al.,
2004; Bozinovic et al., 2005). En este sentido, Budazic y col. (1990) fueron unos de los
pioneros en proponer que durante el recalentamiento del letargo metabélico, que involucra
un ingreso abrupto de oxigeno a nivel tisular, seria esperable prevenir o disminuir la
afinidad de los radicales libres mediante la accion de agentes antioxidantes. Los resultados
del presente indican que los individuos de las especies analizadas presentan defensas
antioxidantes en los tejidos evaluados (Véase Tabla 4 y 5). También se encontrd que los
tejidos analizados tanto en T. elegans como D. gliroides presentan diferentes
concentraciones de antioxidantes. En general, el tejido hepéatico presentd mayores
concentraciones que el tejido muscular. Nuestros resultados encontraron que los niveles
de GSH en el tejido muscular de los individuos de D. gliroides fueron mayores en
individuos que realizaban sopor, sin embargo estas diferencias no fueron halladas en el
tejido hepatico (Figura 6). Para el caso de T. elegans, solo se observo una tendencia al
aumento de GSH en el masculo en los individuos del tratamiento activos (Figura 11).

Los resultados encontrados en D. gliroides concuerdan con lo encontrado en algunos
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animales expuestos al frio, tales como ratas (Cepa Spraque-Dawley) (Yusek & Alma,
2000) o el anfibio, Bufo melanostictus (Sahoo & Kara, 2014). Estas especies presentan un
aumento de la concentracion de GSH en los tejidos evaluados (en ratas; médula adrenal e
hipotdlamo y en el anfibio; rifion higado y cerebro) cuando se disminuye la temperatura
ambiental. Por otro lado, los resultados encontrados en Thylamys presentan una similitud
al trabajo de Orr y col (2009) quienes evaluando en Spermophilus parryii en distintas
condiciones (sopor, despertar y activos) encontraron que GSH en corteza cerebral se
mantiene estable en normotermia, sopor y despertar, pero los niveles de GSH en tejido
hepético y grasa parda presentaron un aumento durante el sopor. Estos resultados en su
conjunto sugieren que los niveles de actividad de GSH pueden ser elevados solo en
algunos tejidos y dependen de las diferentes etapas del letargo metabdlico.

Por el contrario, la actividad de SOD, presentd diferencias en T. elegans. Los machos en
sopor presentaron menor actividad que machos activos, pero las hembras en sopor
presentaron mayor actividad de esta enzima en comparacion a los individuos activos (Fig.
10). Sin embargo, estas diferencias no estuvieron presentes en D. gliroides, aunque si se
pudo observar una tendencia en la interaccion de los factores evaluados en el tejido
hepéatico: machos activos presentarian mayor actividad de SOD que machos en sopor, y
las hembras en sopor presentaron una mayor actividad que las hembras activas (Fig. 5).
Asi, se puede concluir que en ambas especies se presenta un patrén similar, es decir, las
hembras en sopor presenta mayor concentracién de SOD que los machos en sopor.
Wilhelm-Filho y col. (2007) encontraron que en el murciélago Sturnira lillium la actividad

de SOD en la sangre era mayor durante el sopor en comparacién a los individuos activos,
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lo que no se observo en otros tejidos evaluados, tales como higado, corazén cerebro y
pulmon. Resultados similares fueron encontrados por Buzadzic y col. (1997) en Citellus
citellus cuando estas ardillas eran expuestas al frio. En resumen, nuestros resultados
apoyan el patron general encontrado previamente, es decir, que la actividad antioxidante
es altamente tejido-especifica y ademas que las hembras de ambas especies presentan

mayores niveles de este antioxidante en condiciones de sopor.

La actividad antioxidante total no difirio entre los tratamientos térmicos de actividad y
sopor (Fig. 2 y 7). Estos resultados indican que probablemente no existe una regulacion
general y comln en cuanto a la preparacion antioxidante, sino mas bien seria tejido-
especifica en respuesta a la formacion de radicales que presentan cada tejido y cada
especie (Petrovi¢ et al. 2008). En esta via, Whittington y col. (1995), evaluaron defensas
antioxidantes de nueve marsupiales y dos monotremas australianos, concluyendo que las
especies evaluadas presentan una alta variabilidad en cuanto a los niveles de las enzimas
relacionadas con el sistema de defensas antioxidantes. Resultados similares fueron
encontrados por Page y col. (2009) usando como modelo de estudio la ardilla de tierra de
trece franjas Spermophilus tridecemlineatus. Estos autores encontraron que la
sobreexpresion de antioxidantes intracelulares sélo se presentaria al inicio de este estado
de letargo, pero no es sostenida en el tiempo. Asi también Petrovic¢ y col. (2008) trabajando
con Rattus norvegicus, encontraron que una aclimatacion prolongada a temperaturas bajas
evidenciaba una sobrerregulacion inicial de antioxidantes en el tejido muscular de esta
rata, pero no prolongada en el tiempo. En este sentido, especies que realizan sopor como

estrategia de ahorro energético deben presentar mecanismos que les permitan una
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proteccion del dafio oxidativo que se genera al momento de despertar. Es importante una
preparacion a nivel proteico, bioquimico, molecular y también a nivel de antioxidantes,
que permitan preparacion de los organismos ante cualquier estrés ambiental (Storey,
1997; Geiser, 2001; Storey y Storey, 2005; Melvin y Andrews, 2009). Futuros estudios
son necesarios para determinar la dindmica de cambios en las actividades de antioxidantes
a nivel tisular en las distintas etapas del letargo metabolico, en particular en las especies
utilizadas en este estudio. De esta manera, y en conjunto con la determinacion de los
niveles de ROS en cada tejido, se podria entender cuales de éstos son mas propensos a
sufrir dafio oxidativo y cuales son las defensas que participan, tanto exdgenas como

enddgenas.

6.2 Dafio oxidativo

La mayoria de las especies de animales que realizan sopor presentan una preparacion pre
hibernal, en donde se produce un periodo de hiperfagia que permite un aumento de la masa
corporal y almacenamiento de energia para los periodos de escasez de alimento (Geiser,
2001; Franco et al., 2012). Muchos de los organismos realizan una preparacion con una
alta ingesta de alimentos enriquecidos en &cidos grasos polinsaturados (PUFA) que
permiten cambiar la conformacion de la membrana plasmatica manteniendo su viscosidad
a bajas temperaturas (Geiser, 2001; Carey et al., 2003; Geiser & Kortner, 2010). Seria

esperable entonces, que individuos presenten un alto contenido de PUFA en las
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membranas celulares, resultante de las preferencias en sus dietas, y que contengan un alto
nivel de auto-oxidacion. Esto implicaria una serie de formacion de peroxidos lipidicos,
los cuales en reacciones en cadena producen efectos citotoxicos, alteraciones en la
permeabilidad de la membrana, produccion de edemas y muerte celular (Huanqui, 1997;
Vereneo, 2002). De hecho Frank y col (1998) estudiaron el efecto de una aclimatacion a
alto contenido de acidos grasos polinsaturados en la ardilla S. lateralis y también la
peroxidacién lipidica, evaluando la preparacion antioxidante en esta especie. Sus
resultados revelaron que los individuos que poseian en su dieta acidos grasos
monoinsaturados en mayor proporcién a los polinsaturados presentaron mayores niveles
de peroxidacidn lipidica al inicio del experimento y posterior a un mes de aclimatacion.
Para esta especie la preparacion pre hibernal no solo estaria dada por una alta ingesta de
PUFA, sino que también de una alta concentracion de Vitamina E como un agente
antioxidante que previene del dafio oxidativo causado por la peroxidacion lipidica
(Venkatraman et al., 1998).

Estudios realizados en D. gliroides han reportado que esta especie no presentaria una
preferencia por dietas ricas en PUFA (Contreras et al., 2014), sino que es mas bien de
habitos dietarios generalistas (Quijano, 2008). Al contrario, estudios realizados en T.
elegans, han mostrado una preferencia por dietas ricas en &cidos grasos de esta especie en
el invierno (Bozinovic y Mendez, 1997). De esta manera seria esperable que T. elegans
presente mayores niveles de auto-oxidacion en ambos tejidos que en D. gliroides, de
acuerdo a su dieta. En este estudio el ensayo de peroxidacion lipidica fue utilizado como
un indicador de estrés oxidativo, por estimacion indirecta de malondihaldehido (MDA),

el cual es un radical terminal de estas reacciones, principalmente a &cidos grasos
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poliunsaturados (PUFA). Los resultados indican que en ambas especies la actividad de
TBARS parece ser similar en ambos tejidos (Figura 3 y 8), lo que sugiere que, 0 bien
ambas especies presentan proporciones similares de PUFA en sus membranas o, de existir
diferencias, estas pudieran ser suplidas por el consumo de antioxidantes a través de la

dieta.

Por otro lado, en ambas especies, el tejido hepatico presenta mayores concentraciones de
TBARS en comparacién al tejido muscular (Tabla 4 y 5). En D. gliroides se pudo apreciar
una tendencia en la interaccion de los factores evaluados en el tejido hepatico; machos en
sopor presentaron alta concentracion de TBARS en comparacién a los machos activos.
Por el contrario, las hembras de esta especie en sopor presentaron menores valores que
aquellas en actividad y en el tejido muscular no se presentaron estas diferencias. De hecho
recientemente se demostro que la hibernacion en D. gliroides es un proceso delicadamente
controlado por 39 microRNAs que son regulados diferencialmente en el higado y en el
masculo, y que en conjunto regulan diversas funciones de proteccion celular que facilitan
la hibernacién y evitan la atrofia muscular (Hadj-Moussa et al., 2016). Los resultados de
esta tesis son complementarios a los de estos autores, puesto que nosotros no encontramos
evidencia de estrés oxidativo en estos tejidos. Al parecer la sub o sobre expresion de los
microRNAs, durante la hibernacidn juegan un paso relevante para evitar el dafio celular
en esta especie. Por otro lado, T. elegans presento siempre valores ligeramente mayores
de estreés lipidico durante el sopor, al evaluarlo en el tejido hepatico y muscular (Fig. 8).
En este sentido, Wilhelm-Filho y col. (2007) evaluaron en cinco especies de murciélagos

de Sudamerica la peroxidacion lipidica de sus tejidos. Los resultados arrojaron que el
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tejido cardiaco presentd mayores niveles de TBARS en comparacion al higado, rifion,
estdmago, cerebro y pulmon. En paralelo, dichos los autores reportaron que estas especies
presentan una dieta basada en vegetales, lo que permite el ingreso de agentes antioxidantes
como Vitamina E y C ademas de carotenoides. De hecho, los tejidos que presentaban altas
concentraciones de a-tocoferol o vitamina E presentaron las menores concentraciones de
peroxidacion lipidica. Esto sugiere que estas especies impiden el estrés oxidativo mediante
un sistema de defensas antioxidantes incluidos mediante la dieta, estrategia que es
utilizada ampliamente entre los organismos, (Wilhelm-Filho et al., 2007; Schneeberger et
al., 2014). Nuevamente, y para el caso de las especies evaluadas en esta tesis, es necesario
resaltar la necesidad de estudiar i) qué tipo, ii) en qué concentracion y iii) en qué condicién
(e.g., previo a la entrada de hibernacion, o en distintas condiciones ambientales) son
incorporados los antioxidantes a través de la dieta y como esto se traduce en distintos
niveles de concentracion de antioxidantes en los tejidos para prevenir el dafio oxidativo.

Por otro lado, durante la hibernacion los animales se ven enfrentados a diversas amenazas
ademas de la peroxidacion lipidica (Storey, 1997; Melvin y Andrews, 2009). Se ha
documentado que en esta condicién pueden deprimir su sistema inmune, con la
consecuencia de sufrir infecciones, presentar una respuesta inflamatorias o0 anemia,
leucopenia, hipoglicemia entre otras afecciones (Sidky et al., 1969; Franco et al., 2013).
De hecho estudios previos en D. gliroides revelan una fuerte reduccion de las funciones
inmunologicas y muestra algunas respuestas inflamatorias musculares, durante una
exposicion cronica al frio (Franco et al., 2013). En este sentido, es interesante evaluar un
radical indicador de este tipo de estrés en las especies aqui estudiadas. Dicho indicador es

el Nitrato total (NT), el cuél es un mediador en enfermedades vasculares e inflamatorias,
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cancer, diabetes isquemia renal y arterosclerosis (Coskun et al., 2007). Este ensayo nos
permite evaluar cuan propenso se encuentran los individuos al poseer una alta
concentracion de intermediarios reactivos al nitrogeno, que en conjunto a otros
intermediarios producen dafio celular.

Los resultados mostraron que machos de D. gliroides en sopor presentaron un ligero
aumento de NT en el tejido hepatico, pero no en musculo, en comparacion a los individuos
activos y respecto de las hembras, (Fig. 4). Por el contrario, en el tejido hepatico de T.
elegans se puede observar que tanto machos como hembras en sopor presentan un
aumento en la concentracidon de NT durante el sopor, en ambos tejidos (Fig. 9). Resultados
concordantes del efecto de la hibernacién sobre la produccion de NT fueron reportados
por Avci y col (2014) en la ardilla Spermophilus xanthoprymnus. Los autores reportaron
que los niveles de NT disminuyen en el corazén, rifion, higado y pulmén, con excepcion
del cerebro, en individuos hibernantes en comparacién al grupo no hibernante. En
conjunto, lo encontrado en este y al actual estudio, demuestra que no todos los tejidos
presentan un estrés oxidativo efectivo o conmensurable. Asi, es posible que los distintos
tejidos presenten una vulnerabilidad diferencial a sufrir procesos inflamatorios o cambios
a nivel vascular (Coskun et al., 2007; Pacher et al., 2007). Por otro lado, el que solo
algunos tejidos presenten dafio oxidativo y procesos inflamatorios pueden ser explicados
por una proteccion de altos niveles de antioxidantes no enzimaticos circulantes previos a
la hibernacion. De hecho Zhou y col (2001) evaluaron el dafio y la inflamacion que se
produce durante la hibernacion en el tejido cerebral de Spermophilus tridecemlineatus.
Los autores encontraron que durante la hibernacion, los individuos no presentaron

evidencia de inflamacion, tales como la presencia de macréfagos o astrocitos, pero los
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individuos activos presentaban altos grados de inflamacion, macréfagos e inflamacion
axonal. Junto con ello, los autores reportaron la presencia de altas concentraciones de
ascorbato en el fluido cerebro espinal durante la hibernacion. En este sentido, esta especie
presenta una preparacion antioxidante durante su letargo energético.

Finalmente entonces, al parecer las distintas especies evaluadas a la fecha no presentan
mecanismos generales, sino mas bien especificos, en cuanto a la preparacion a la
hibernacion. Lo anterior se manifiesta en la sobre-expresion de algunos antioxidantes
durante la hibernacion, o durante el recalentamiento para el periodo de actividad (Page et
al., 2009). Otras especies presentan una preparacion mediante modificaciones de su dieta,
aumentando la ingesta de componentes antioxidantes que permanecen en el plasma
durante la hibernacion y que le permite evitar el dafio oxidativo (Drew et al., 2004;

Wilhelm-Filho, 2007).

39



7. CONCLUSION

Esta tesis es uno de los primeros estudios que evalla la preparacion mediante defensas
antioxidantes en marsupiales chilenos. Nuestros resultados demuestran que especies como
D. gliroides que realiza hibernacién y T. elegans que realiza sopor diario, presentan
defensas antioxidantes, lo que ha sido reportado en otros marsupiales, principalmente
australianos y algunos murciélagos sudamericanos. También se pudo demostrar que no
todos los tejidos evaluados presentan concentraciones de antioxidantes similares, y del
mismo modo, el estrés oxidativo también depende del tejido evaluado y la condicién
fisioldgica analizada (sopor vs activo). En general individuos en sopor presentaron mayor
estrés oxidativo evaluado como TBARS y NT. Nuestros resultados son concordantes con
lo reportado en otras especies de mamiferos como ardillas y murciélagos, en cuanto a que
no se genera un estrés oxidativo global, sino mas bien tejido-especifico. Un patrén similar
fue observado en el sistema de defensas antioxidantes.

Estos resultados sugieren que para tener un conocimiento mas detallado de los efectos de
la condicion metabdlica sobre los niveles de defensa antioxidante y dafio oxidativo, es
necesario analizar la dinAmica de produccion (y de ingesta) de antioxidantes a lo largo de
las distintas estaciones del afio. Esto Gltimo nos permitiria tener una mejor claridad de los
procesos que ocurren a nivel de defensas antioxidantes en estas especies, cuales son los

organos mas propensos al estrés oxidativo y en qué momento se produce tal estrés
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oxidativo. Por dltimo, aunque son aspectos que no se consideran en este estudio, seria
interesante evaluar como otros factores estresantes como la contaminacion, la presencia
de pesticidas entre otros, pueden afectar los niveles de estrés oxidativo en este y otros

taxa.
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