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SUMMARY

Correlation between conservation time and proportional lost of
antigenic power in Anura sera. Antigenic activity of the Batrachian
serum proteins decreases in agreement with the aging of the iced
sera. The strongest progressive lost of antigenic activity in the preei-
pitin tests is showed Ly Phyllomedusa, followed by Bufo arenarum, being
the lowest lost showed by Leptodactylus. General conclusions on the
fitness of the serological reactions are exposed.

El método de los tests de precipitinas, en su moderna ver-
sibn de la téenica fotronreflectométrica de Libby, es un ins-
trumento de analisis taxinémico no morfoldgico particularmen-
te sensible y merece ser continuamente perfeccionado en su
nivel de aproximacién, reduciendo al minimo las posibilidades
de error, a veces inevitables. Las proteinas séricas y las iden-
tificadas con actividad de antigenos en los liquidos plasmaticos
o tisulares, pueden conservarse liofilizadas o refrigeradas, a
baja temperatura, hasta — 15°C, — 20°C. La segunda modali-
dad es la que mas se emplea, también en centros de investiga-
ciones seroldgicas altamente calificados, como el Serological
Museum de la Rutgers University, en New Brunswick, U.S.A.
Lia creacién de verdaderos ‘‘Museos de proteinas especificas’’,
destinadas a utilizaciones sucesivas en el curso de estudios sis-
tematicos de diferentes taxa, ha sido alli sustentada en el pa-
sado por Alan Boyden, destacado serélogo y continuador de la
linea de trabajo iniciada pioneristicamente hace muchas dé-
cadas por Nuttall (1902).

Nos hemos propuesto investigar si las proteinas séricas de
los Anfibios Anuros, grupo que ha sido repetidamente objeto
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de nuestros estudios, pueden mantener practicamente inalte-
rado, durante un periodo prudencial de algunos aios, su poder
antigénico especifico, en las reacciones de precipitinas. Es de-
¢ir, si su inestabilidad no anade factores de perturbacién a los
limites habituales de la variacion experimental, o de la normal
oscilacion galvanométrica durante la evaluacion fotoeléetrica
de densidad oéptica de los precipitados. Es obvio que de no
mantenerse durante un periodo suficientemente largo una re-
lativa estabilidad del poder antigénico del suero, podrian sur-
gir inconvenientes notables para la confrontacién y significado
taxinémico de las reacciones homo-heterdlogas, v el mismo es-
tatico concepto de un Museo serolégico, arriba mencionado, se
vaciaria sustancialmente de contenido. Asi planteado. el pro-
blema reviste interés inmediato para establecer criterios prae-
ticos de empleo de téenicas y materiales. Al existir una pérdida
progresiva de poder antigénico de las proteinas conservadas.
cualquier ensayo zoo-taxinémico por via precipitiniea deberia
fundarse esencialmente en factores basicos experimentales de
simultaneidad de ‘‘tests’’: obtencién contemporanea de anti-
genos, inmunizacién simultanea, rapida evalnacién de las reaec-
ciones, etcétera.

Los sueros utilizados en estos ensayos se conservaron du-
rante afios, desde 1960, en condiciones normales de refrigera-
cibn (— 15°C) ; casi accidentalmente, por no haberse planeado
inicialmente el trabajo. Todos habian sido extraidos de la mis-
ma manera, por puncién cardiaca y sucesiva coagulacién. No
se utilizaron sueros liofilizados, pero es probable que también
a ellos puedan aplicarse, por lo menos en parte, nuestras pre-
sentes conclusiones. Pudimos disponer de cantidades variables
de sueros de diferente edad de las especies siguientes: Lepto-
dactylus ocellatus (L.) (Mendoza), Leptodactylus chaquensis
Cei (Tucumén), Bufo arenarum Xensel (Mendoza), Phyllome-
dusa sauragin Boul. (Tucuméin). Los sueros inmunes fueron
preparados en conejos, inyectando con coadyuvantes los anti-
genos especificos mds recientes, extraidos poco tiempo antes
de la inmunizacién y de los tests. Se hicieron en total 5 sueros
anti-arenarum. 3 anti-ocellatus, 3 anti-chaquensis, 5 anti-sau-
vagii. Lia téenica seguida en las reacciones de precipitacién y
su evaluacién fue la indicada por Boyden y col. (1947). Fue
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considerada como reaccidn basica la reaccidon de los sueros in-
munes de cada especie con su mismo antigeno més reciente
utilizado para la producecién de anticuerpos; medida en uni-
dades galvanométricas con el Photroner de Libby (U.P.), se
le asigné valor porcentual de 100 9%. Sucesivamente con los
antisueros de cada especie se realizaron tests con sus mismos
antigenos especificos de edad progresivamente creciente, se-
gun la disponibilidad de sueros conservados. Los resultados
aparecen reunidos en la tabla I, y varias de las familias de
curvas conseguidas en la evalnacion de las medidas de tur-
bidez de las precipitinas, para cada especie y cada antisuero,
se representaron en los graficos de la fig. 1.

Es evidente, observando los datos expuestos, la caida pro-
gresiva y relativamente regular del poder antigénico regis-
trada en los sueros especificos conservados en relacién con
su edad y frente al indice de reaccién 100 % del suero mas
reciente. Analizando los valores obtenidos, aparece evidente
su significado estadistico y la correlacién entre tiempo de con-
servacion y disminucién de actividad antigénica se hace ma-
nifiesta.

En la tabla II se refieren los valores de », o coeficientes
de correlacion negativa obtenidos y sus respectivas significan-
cias, considerando en nuestros caleulos de 1 cada serie de medi-
ciones realizadas para cada antisuero especifico en sus reaccio-
nes homologas sucesivas con antigenos progresivamente mas
viejos. Se puede notar que todos los valores de # estan com-
prendidos entre — 0.9226 y — 0.9994, los que, en las tablas
de Fisher y Yates (1949) de los valores del coeficiente de co-
rrelaciéon para diferentes niveles de significacién determinan
un clevado grado de significacién estadistica. En efecto, sobre
16 valores, 4 son significativos al nivel de 0.001, 3 al nivel de
0.01, 7 al nivel de 0.05. Esto permite sustentar la correlacién
inversa entre las dos variables consideradas.

Lias conclusiones de las presentes observaciones son has-
tante claras. Como en nuestra hipdtesis inicial, se debe usar
para tests de afinidad seroldgica por precipitinas, sueros ex-
traidos ajroximadamente en el mismo periodo, a los fines de
que la pérdida de poder antigénico, proporcional con la edad
progresiva del suero, no interfiera como factor biolégico de



28 ACTA ZOOLOGICA LILLOANA, XXVII (1970)

perturbacién superior a las oscilaciones del error instrumental.
Comparando los valores de la tabla I, durante el primer ano,
el riesgo de ese factor biolégico aparece algo mas elevado para
Bufo y Phyllomedusa, que para Leptodactylus. Ahora bien,
trasladando nuestras comprobaciones a la interpretacién eri-
tica de los tests homo-heterdlogos, intraespecificos o poblacio-
nales, e inter-especificos, es facil destacar su importancia. En
los graficos de la fig. 2, A-B, aparecen las reacciones del suero
inmune anti-Bufo arenarum de Mendoza, antigeno 18-X-1967,
con ese mismo antigeno, y con sueros de Bufo arenarum de la
poblacién de Tucuman, y de Bufo paracnemis de Santiago del
Estero. Si el porcentaje de reaccién con suero de arenarum
de Tucuman, extraido el 7-VI-1967 (4 meses de conservacién),
llega al 97,6 %, es decir, cabe indudablemente en los limites
de la variacidon poblacional intra-especifica, el porcentaje de
reaccion con suero de arcnarum de Tucuman, extraido el
2-X11-1963 (3 afios y 10 meses de conservacién), es del 85,2 %,
alterando desde luego hacia un nivel de rango inter-especifico,
la realidad efectiva de Ja distancia serolégica poblacional (erf.
Bufo paracnemis).

Por otro lado, el poreentaje de reaccién alcanza el 84,2 7%
con suero de Bufo paracnemas, extraido el 7-111-1968 (algo méas
reciente que el antigeno arenarum de Mendoza del 18-X-1967),
valor perfectamente significativo para especies del mismo grupo
v de historia filética comiin. Pero el porcentaje de reaccién
baja al 74,6 % con suero de paracnemis extraido el 23-XTII-
1963 (3 afios y 10 meses de conservaciéon). Estos altimos va-
lores son suficientemente demostrativos (fig. 2, B). Ellos se-
fialan el paralelismo del proceso macromolecular de desnatu-
ralizacion en las albiiminas y globulinas de las diferentes espe-
cies, cuya distancia seroldgica se mantiene, de acuerdo con las
relaciones filéticas, pero cuyos valores porcentuales relativos
pueden peligrosamente modificarse en una serie comparativa
de tests homo-heterélogos donde no se ponga debida atencidn
al factor simultaneidad de reaccion y a una razonable conser-
vacién homogénea, en el mismo espacio de tiempo, de los sueros
especificos intervinientes.

Se agradece vivamente la colaboracién del Ing. Agr. E. G. Mavrich
(Fac. Ciencias Agr., Univ. Nac. de Cuyo, Mendoza), para el control de
los datos estadisticos.
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TaBLA II

Valores de los coeficientes de correlacién y sus respectivas significanecias,

entre medidas de turbidez total (U.P.) y edad progresiva dcl antigeno

en las reacciones homoilogas de diferentes antisueros especificos contra

seroproteinas de anfibios anuros. Las diferentes series de valores o

umcdidas de turbidez considerados en correlacién con la otra variable

(periodo de comservacién del antigeno) corresponden a las que apareeen
tabuladas, en el mismo orden, en la Tabla I.

Bufo arcnarum - Antisueros:

1) r = —0.9429

2) r = —0.9341 4

3) r = —09767 o

4) r = — 09321 4

53) r = —0.9450 o

Leptodactylus ocellatus Leptodactylus  chaquensis
Antisueros: Antisucros:

1) r = —0.9226 4 1) r = —09973 +4+
2) r = —0.9736 4+ 2) r = —0.9934 44+
3) r = —0.9913 ++ 3) r = —0.9866 4+

Phyllomedusa sauvagii - Antisueros:

1) r=—09751 44+
2) r = —09994 44+
3) r = —0.9828 4
4) r = —0.9825 4
5) r = —0.9740 4

+ : valores significativos al nivel de 0.05.
-+ : valores significativos al nivel de 0.01.
-+4+ : valores significativos al nivel de 0.001.

o : valores no significativos por escaso namero dc medidas en
la serie,
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— svero anty. chaguensis .2 (15°XI-68)
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FI1G. 1-A.— Curvas fotronreflectométricas de precipitinas de un suero anti-cha-
quensis (antigeno 15-XI-68) con antigenos chaquensis de edad progresivamente
creciente: aparecen indicados en el graifico los porcentajes relativos de reaccién.



Ja 1

45 ]

1t

ko

35

PR (ST TR S S TR G N

Ja

25

P

20

—
o
[V TN N JNNN TN TN (NN WU VAN N WO WO SN SN SN VR SHNY SO U T U SHATY

. M.

Cel y M. P. CasTrO, Correlacion entre tiempo de...

T i Zo1- 680 s

H 2 ... A1-X1n-67 _

\ X 3 ...13-xu-67 _
\'-, Ay ..21-Xu-65

2] 518 -xu-62

svero anli- sauvagir’ 4~ 3 (7.1-68)

100 %

978 %
884 %
8%.8 %
66.8 7%

1;5

1'16. 1-B., — fdem, suero anti-sauraegii (7-X1-68).
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I16. 2 - A. — Curvas fotronreflectométricas de precipitinas de un suero anti-are-

narum Mendoza (18-X-67), con el mismo antigeno (Mendoza, 18-X-67) y antigenos

arenarum Tucumén de diferente edad. (U.P., Unidades Phothroner de ILibby:
dilucién progresiva antigeno 1 :5, Buffer de Evans.)
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svero anti-arenarum (18-x-67)
MENDOZA

1o 18-X-67-100%

2 _,oaramemis -7-111-68 . 8%.2%

3 - paracnemis.23-X-63-Th4.6

25 % “.‘
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15

F16. 2 - B.—fdem, con el mismo suero anti-aremnarum Mendoza (18-X-67) vy
antigenos paracnemis de diferente edad.
(En A y B aparecen indicados los porcentajes de reaccién).
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