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I.-INTRODUCCTION

La regién de los Organizadores Nucleolares (NOR's) se
encuentra localizada en la constriccién secundaria de 1los
brazos cortos de los 10 autosomas acrocéntricos humanos, -
pares 13, 14, 15, 21 y 22. De acuerdo a la Conferencia de
Paris realizada en 1971, su situacién corresponde a la ban
da pl2 de los cromosomas del grupo D y del grupo G del ca-
riotipo humano, y se tifie selectivamente con nitrato de --
plata (AgNO3), seglin 1a técnica del nitrato de plata amo--
niacal ("Ag-As') descrita por Bloom y Goodpasture en 1976,

Los Nor's estén involucrades en la organizacién del -
nucleole y son el loci para los genes rvDNA que codifican -

para el RNA ribosomal en sus fracciones 18S y 28S.

Se ha observado una disminucién de la actividad de -
este tipo de genes en tejidos envejecidos de diferentes -

animales, incluyendo tejidos humanos.

Es interés primordial de este trabajo, determinar en
linfocitos de sangre preiférica una posible variacibn de
la actividad de tales genes conforme avanza la edad, ca--
racterizidndolos por el nimero de NOR's positivos a la pla
ta, estableciendo finalmente, una correlacién entre los -

NOR's Ag(+) con las diferentes edades.



II.-ANTECEDENTES

A).- De los NOR's,

La regibén de los Organizadores Nucleolares (NOR's) se
encuentra localizada en la'constriccién secundaria de los
brazos cortos de los 10 cromosomas acrécéntricos humanos.
Su situacibén especifica es en el "tallo" y se tifie selec-
tivamente con nitrato de plata, segén 1a técnica'Ag-As'des
crita por Bloom y Goodpasture en 1976 (1). De acukrdo a la
Conferencia de Parfis en 1971, tal regibén corresponde a la-
banda pl2 de los cromosomas del grupo D (pares 13, 14y -

15) y del grupo G (pares 21 y 22) del cariotipo humano (2).

Aunque para muchas especies de animales y plantas se
habian descrito ya a los NOR's, fue hasta 1961 cuando - -
Ferguson-Smith y Handmaker describieron la regidn de los
organizadores nucleolares en los acrocéntricos de metafa-
ses mitéticas humanas a los que llamaron '"'Cromosomas Nu--

cleolares", por su relaciém con la formacifén del nucleolo

(3).

Asi mismo Ohno y cols., en 1961 describieron "satéli

fr

tes" en la regidén distal de los brazos cortos de los - --



acrocéntricos, hgciendo notar su gsociaciﬁn con ¢l nucleo
lo en profase mitética (4), Para 1972, Henderson y cols.

usando el método de hibridizacién "In Situ" en cromosomas
humanos, determinaron que en los brazos cortos de los ---
acrocéntricos se localizaban los genes para el RNA riboso

mal, aunque sin determinar el sitio especifico (5).

Experimentos posteriores demostraron que las coastric
ciones secundarias o tallos de los brazo; cortos de los -~
acrocéntficos representan los sitios especificos para los
cistrones ribosomales 18S y 28S (6, 7), estando ademis ‘in

volucrados en la formacién del nucleolo (8, 9).

Denton y cols., en 1976 utilizando la tincibén de pla-
ta amoniacal reportaron que: "La mayoria de las veces los
depbésitos de plata en las regiones de los satélites apare-
cen como botones negros'. "Otras veces el material tefiible
estd entre las asociaciones de satélites'. "La regién del
organizador nucleolar (tallo, entre el satélite y el brazo
corto), tipicamente no se tifie, mientras que el resto del

cromosoma se tifie de amarillo"™ J10).

Los resultados anteriores ilustran la controversia -

que existia para definir la localizacién de los NOR's en
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cromosomas humanQs, Sin embargo en el mismo aiie, Bloom y
Goodpasture utilizando cyomosomas de profase, donde los -
cromosomas estln mds extendidos, reportaron que la regibn
de los organizadores nucleolares se encuentra en la cons-
triccifn secundaria (tallo) y no en los satélites de los

cromosomas acrocéntricos humanos (11),

Se ha reconocido que el namero de genes para TRNA --
particularmente en acrocéntricos es variable (6, 12, 13).
Warburton sugiere la presencia de rDNA adicional en la aso
ciacibn de satélites mencionando que el contenido de rDNA,
la frecuencia de asociacifn de satélites, el tamafio de 1la
constriccidn secundaria y la intensidad de la tincidn de
plataestin estrechamente relacionados, aunque la constric
cién secundaria y la asociacib6n de satélites pueden estar
presentes sin que el rDNA sea detectado por hibridizacién

"In Situ", o la tincibn de plata (14).

Bross y Krope utilizando extractos de higado humano
como fuente de DNA para detérminar la cantidad de rDNA en
el cariotipo humane, encontraron entre 400 y 460 copias -
de los genes 185 y 28S del rDNA en células en periodo G1
de la interfase del ciclo celular (15). Por otro lado se

ha referido un gran aumento en la proporcibén de las bases

nitrogenadas Guanina y Citosina en la regidén de los -+ - -



organizadores nucleolares (16).

B).- De la tincién de plata.

Nada nuevo es el uso de las soluciones de plata para
la tincién de células y cromosomas; ya el maestro Santiago
Ramén y Cajal las habia descrito para estudios histoldgi--
cos del Sistema Nervioso Central (17). Asi mismo, las uti-
lizaron Wedel y Gless en 1941, Peters en 1955 y Gilbert em
1965 (18, 19, 20), para la tincién de cromosomas metafdsi-
cos de embriones de pollo. Bloom y Buss también han repor-

tado el uso de la plata (21).

Hasta 1973, los métodos de tincidn conocidos, inclusi
ve las técnicas de bandeo C, G y Q no lograban tefiir la --
constriccibn secundaria de los brazos cortos de los.acro--
céntricos (22). Para 1960 se preséntaron evidencias sugi--
riendo que la plata amoniacal ('As") tefifa los componentes -
histénicos de la cromatina nucleolar (23). Posteriormente
Marinozzi en 1963 reporta el uso de las tinciones de plata
de protefinas nucleolares como ayuda al estudio de la ultra
estructura del nucleolo. De esta manera, Se relaciond la -
tincién de las proteinas con la plata amoniacal (As™)y las

histona (24).

Matsui y Sasaki en 1973, utilizando la técnica de --



tincién 1lamada Bandas N en cromosomas de mamiferos repor
taron que son los satélites los sitios de los NOR's propo
niendo simulténeamente que son las proteinas 4cidas las -
responsables de la tincién de las Bandas N (25). Por otro
lado Denton en 1976, al emplear plata amoniacal presentd

evidencias sugiriendo que los satélites representan a los
NOR's en el cariotipo humano (10). Como ya se mencionb, -
en 1976 Bloom y Goodpasture descibieron una técnica para

la visualizacién de los NOR's controlando el pH y ia tem-

-

peratura durante la impregnacibn de pléta.

Se llevaron a cabo combinaciones de distintos méto--
dos de bandeo simulténeo (bandas G, C, Qy R) para la con
firmacién del sitio ocupado por los NOR's (26). El1 trata-
miento con hidréxido de bario para la tincibn de los cen-
trémeros seguido por el procedimiento para NOR's con solu

ciones de plata fué realizado por Denton en 1977 (27).

En 1977, Miller y cols., enuncian 1a hipbtesis de --
que 1a tincidén de los NOR's es un reflejo de la actividad
de los genes TDNA y no la sola presencia de éstos. Ellos
utilizaron hibridizacibén de células somiticas de ratén y
de humanos, reportando la presencia de tincién de plata -

en los NOR's de cromosomas de Tatdnm en tanto que los de -



humano fueron negatives, sugiriendo que su actiyidad trans
cripcional se inactivaba por algln mecanismo descopocido -

(28).

Trabajos posteriores confirmaron la hipétesis de - -
Miller en el sentido de que la tincidén de los NOR!'s con la
plata es un reflejo de la actividad transcripcional para -
los genes que codificaﬁ al rRNA 18S y 28S, siendo responsa

bles de tal tincibn -las proteinas (29, 30, 31).

1

i

Para 1980, Hernandez-Verdun y cols., reportaron la -
identificacibén de centros fibrilares en el nucleolo en in-
terfase correspondientes a 1los NOR's en mefafase; estos -
centros fibrilares son el sitio escencial para la sintesis
de TRNA y de proteinas 4cidas. Ellos mismos reportan, que
las proteinas acidas teiiidas con plata y los genes riboso-
males, parecen ser dos elementos independientes entre si,
pero ambos incluidos en l1la regibén de los organizadores nu-
cleolares, y cuya presencia combinada es necesaria para la
actividad sintética nucleolar. Sin embargo, el papel exac-
to de estas proteinas es desconocido, especulando que -=-
ellas podrian formar parte de la matriz nucleolar que jue-
ga un papel importante en el proceso de condensacién de la

cromatina intranucleolar (32).



C).- Del envejecimiento y NOR's.

Variada es la literatura relativa al envejecimiento
celular: “La estructura y funcién de la creomatina puede -
modificarse con la edad" 33, 34); "existe una represibn -
en la transeripcidén en general"™ (33, 35, 36, 37, 38); - -
"hay una declinacién del contenido relativo de no-histonas
y de RNA" (33, 39, 40); "los genes de copia maltiple que
incluyen genes para rRNA 18S, 285 y 5S, algunos genes para
tRNA y las 5 especies de histonas, por sus caracteristicas
de grupo, al presentarse un gene alterado puede afectarse
el desempefio del genoma entero € influir en forma importan
te en el proceso de envejecimiento celular (41).

De cualquier manera, es evidente la relacibn entre -
los procesos de reparacién del dafio del material genético
y el maximo periodo de vida observado en mamiferos. Asi,
para 1974 Hart propone que el actGmulo del dafio del ﬁate—
rial genético puede ser el proceso primario en la determi

nacibn del envejecimiento. (42).

Dada la complejidad del genoma en mamiferos, es difi
cil detectar posibles alteraciones genéticas, como muta--

ciones somidticas, sin embargo existen genes especificos -



que sf pueden ser investigados y que est4n disponibles a
través de sus productos transcripcionales, como son los -
genes rDNA. Si la disminucién de los genes para rRNA es -
un proceso importante en el envejecimiento de los mamife-
T0s, esto podria encontrarse en ratones, en perros o en -
el hombre (43). En 1978 Gaubatz y cols., presentan eviden
cias de que el nimero aparente de genes para rRNA por ge-
noma, no es constante a través de todo el perfodo de vida
en los diferentes tejidos de ratones comenzando a decre--
cer significativamente en cerebro, rifibn, bazo y corazén
a los 800 dias (op. cit.).

Ohno, también en 1978, propone que el deterioro gra-
dual éon la edad en el sistema de genes de copia miltiple

en células somaticas, causa directamente la senectud (41).

La mayoria de los investigadores enfatizan que los -
genes para TRNA juegan un papel importante en el envejeci
miento celular. La primera observacién de que el conteni-
do de rRNA decrecia en las neuronas conforme avanza la --
edad, fué reportada por Andrew en 1952 (44). Para 1972, -
Johnson cita una disminucién del 30% de TDNA en las neuro
nas de perros de 10 afios de edad comparados con perros jé
venes (45). Estudios posteriores de este autor, reportan

en ¢l mismo tipo de animales una disminucidén del 30% al -
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40% de rDNA en tejide nervioso, mgscplo esqpelético, higa
do y rifbén (46). Mapn y Yates en 1974 indican que la dis-
minucién en la cantidad de YRNA en neuronas humanas duran
te el envejecimiento, €s parajela al aumento en la canti-
dad de pigmentos de lipofuscina (47). Por otro lado, se -
ha mencionado que en el humano a los 100 afios de edad, --
existe una disminucién de1.70% de genes rDNA, proponiéndo
se como posibles causas del envejecimiento, la disminucién
del rDNA y el acGmuloc de lipofuscina (48).
. i

Como la tincién de plata es considerada reflejo de -
la actividad transcripcional de los genes TRNA y el enve-
jecimiento celular puede acompafiarse de una disminucidn -
en la actividad de los genes, la variabilidad de la tin--
cién de plata de los NOR's puede usarse como instrumento
de evaluacién de los procesos de envejecimiento celular -
"In Vivo"(49). Asi para 1979 Buys y cols. reportarecn dife
rencias significativas en grupos de edades menores a un -
ano por un lado, y de 80 a 89 afios por el otro, encontran
do disminucibén en la frecuencia de NOR's tefiidos con pla-
ta en el grupo de mayor edad y reportando también una ma-

yor frecuencia de asociacién de acrocéntricos en el grupo

de edad mids avanzada. (op. cit.).



III.- MATERIAL Y METODOS

Se eligié como 50 el nfimero de individuos a muestrear
los cuales se dividieron en 5 grupos de edades; cada uno -

de ellos integrado de 10 personas.

Grupo 1: Recién Nacidos
Grupo II: 1 ano
Grupo III: 30 afios
Grupo IV: 50 afios j

Grupo V: 80 afios o mias

El muestreo se realiz6 en el Hospital Universitario y
en la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de -
Nuevo Lé6n, escogiendo personas sanas. De cada sujéto, se
obtuvieron 2 mls. de sangre periférica en jeringa estéril
hepariniiada; en recién nacidos la puncién se hizo de cor-
dén umbilical. EI cultivo de linfocitos se 1levé a cabo de

acuerdo a la técnica de Moorhead y cols. descrita en 1960

(50).

Para la tincién de los NOR's, las laminillas se tra-
taron de acuerdo a la técnica de plata amoniacal (Ag-As)
propuesta por Bloom y Goodpasture en 1976 (1); la tincién

simultanea de los cromosomas se obtuvo sumergiendo las --

11
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laminillas en solucién de tripsina al 0.1% disuelto en --
Buffer de fosfatos a pH 7.0 y tifiéndose durante 8 minutos

con Giemsa diluido, (Bandas G) segtn Seabright, 1971 (51).

El estudio citogenético se realiz6 utilizando micros
copio Zeiss de campo claro, analizando 10 metafases con -
positividad a la plata por individuo y contando el n(mero
de NOR's Ag(+) por metafase. Se tomaron microfotografias
en un fotomicroscopio Zeiss utilizando pelicula blanco y
negro Technical-Pan 55 mm. (kodak) de alta resolucién y -
con filtro verde de interferencia de 520 nm. los resulta-
dos fueron soﬁetidos al anilisis estadistico con la Prue-

ba de Z, Coeficiente de correlacién y Ecuacién de la Recta

A).- Cultivo de Linfocitos.-

A excepcién del grupo de Recién Nacidos, donde la to
ma de la muestra fué obtenida de cordén umbilical, al res
to de 1os individuos se les practicd puncibn venosa peri-
férica en el pliegue del codo. La jeringa estéril estuvo
preparada antes de la puncién con sal aménica de heparina

para evitar la coagulacidn sanguinea.

En el proceso de cultivo celular se emple6é sangre to

tal y la siembra se efectud en una campana de flujo laminar
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L3

vertical (Bakexr y Co.). Se agregaxon 6 a 8 gotas de sangre

a un frasco estéril de vidrio de 30 ml, conteniendo:

Medio de Cultivo RPMI 1640 (Gibco) .5 ml.
Suero Fetal de Ternera (Gibco) 1 ml.

Fitohemaglutinina (Gibco) 0.2 ml,

El sistema de cultivo se incubd durante 72 horas a -

$7°C. en atmésfera hidmeda con CO2 al 5%.

Transcurrido el periodo de incubacién,.se inhibid la
divisibén celular en metafase, agregando al medio 0.5 ml.
de colchicina IO_SM., dejéndola en contacto com las célu-

las durante 1.30 horas a 37°C.

Posteriormente, la suspensibén celular fué transferi-
da a tubos cbénicos centrifugéndola a 1000 rpm durante 10
minutos; luego con una pipeta Pasteur se decantd el sobre

nadante, dejando el paquete celular que contenia a los --

linfocitos.

El choque hipoténico que produce "hinchamiento celu-
lar™ se realizé con 5 ml. de solucibn de cloturo de pota-

sio (KC1) 0.075M., que fue agregado al tubo cénico
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conteniendo el paquete celular; esta suspensién se incubd
por 20 minutos a §7°C. Pasado este tiempo, se centrifugé
nuevamente a 1000 rpm por 10 minutos, se decantd la fase

liquida dejando solamente el paquete celular.

El siguiente paso consisti6é en fijar a 1los linfoci--
tos; pa}a ello, se empléd solucibén fijadora (tres voldme-
nes de metanol por un volumen de 4cido acético), de la --
cual se agregaron 5 ml. gota a gota, al botdn celular y -
r4pidamente se resuspendié todo el contenido con una pipe
ta Pasteur; luego se centrifugb, repitiéndose tres veces
la misma.operacién de la solucidn fijadora; después de 1la
Gltima centrifugaciébn se decanté el sobrenadante y se de-
jaron 0.5 ml. conteniendo el botén celular, el que fue re
suspendido nuevamente, quedando listo para gotearse sobre

el portaobjetos.

Antes de ser utilizados, lo$§ portaobjetos estuvieron
guardados en solucién de metanol y agua (1:1) a -8%. E1
goteo del botén celular resuspendido.se hizo en portaobje
tos a una distancia de 3G cm.; posteriormente se flamedb -~
la laminilla para obtener una mejor dispersién de los crg

mosomas.
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B) -7 Tincién!-

Cuando las laminillas tuvieron mids de una semana de
"envejecidas' previo a la tincién se lavaron en solucidn
fijadora por 5 minutos, y después se procedié a la tincién
de plata amoniacal; si las laminillas tenian menos de una
semana de "envejecidas™ la tincibén fue directa sin lavado

previo.

i

A continuacibén se describen en forma resumida la pre
paracién de las diferentes soluciones:

a).- Técnica de Plata Amoniacal ("Ag-As").

1).- Solucidén Argéntica (Ag)

Nitrato de plata (AgNOB) 119 Ig.
Agua bidestilada 2 ml.

2) .- Solucién de Plata Amoniacal ("As").
Nitrato de Plata (AgNOs) 2 g.
Hidréxido de Amonio (NH,0H) 2.5 ml.
Agua bidestilada 2.5 ml.
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3) o= Solucibn de formalina al 3%
Formgldehido 1.5 ml,
Agua bidestilada 48.5 ml.
Se neutraliza el pH a 7.0 con Acetato de Sodio
cristalizado y se ajusta a pH 4.5 con Acido For
mico.

Las soluciones de plata Ag y As se pasaron a través
de un filtro milipoye 0.22 micras. Estas soluciones y la
formalina al 3% se guardaron en frascos obscuros a 4°¢c. -
por 15 a 20 minutos antes de ser utilizadas.

b) .- Técnica de tincién para bandas G.

1) .- Solucién de Tripsina
Tripsina 1:250 (Gibco) 0.0625 g.

Sol. Isotbnica de NaCl 0.9% 50 ml.

2) .- Calorante Giemsa

Buffer NaZHPO4 1.25 ml.
Buffer KHZPO4 1.25 ml.
Giemsa sol. madre 1.00 ml.

Agua destilada 50.00 ml.
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+Todas las soluciones se prepararon inmediatamente an
tes de su uso. En una caja de Petyi se colocaron a las la
minillas y sobre ellas se vertieron 3 gotas de solucién -
de plata-Ag luego se colocd un cubreobjetos para distri--
buir uniformemente la solucibén en las laminillas. Se incu
bd a 60°C. por 25 minutos. En este tiempo se observé la -
cristalizacibén de los bordes del cubreobjetos, indicénao-
nos que la reaccibén se estaba llevando a cabo. Al término
de la incubacién, se lavaron las laminillas con agua des-
tilada y se secaron al aire. E . {
5S¢ agregarén luego 3 a 4 gotas de solucibn de plata
amoni;éali"AS"l)'34 gotas de formalina af 3%, colocando
después un cubreobjetos para la distribucibén y mezcla de

estas soluciones que revelarian a los NOR's,

Para la contratincién cromosémica con bandas G, se -
p%sé a la laminilla por la solucibén de tripsina durante -
30 segundos a un minuto y a 37°C.; luego se lavé en solu-
cibn salina isoténica de NaCl 0.9% y la tincién con Giem-
sa fué por 8 minutos, lavando enseguida con agua de la --

llave,.

£



Iv.- RESUDLTADOS

A).- Del cultivo de linfocitos.-

Con la técnica de Moorhead y cols. (1960), se obtuvie
ron los resultados esperados, teniendo un indice mitético
de 5% aproximadamente y preparaciones cromosdmicas adecua-

das para su obsecrvacidén al microscopio de luz.

Es de sefialar que para evitar la contaminacién de cul
tivos, se tomaron cuidados en la técnica antiséptica pre--
via a la puncidén venosa y a la siembra. Durante el periodo
de incubacién, la agitacibén ligera de los frascos de culti
vo cada 12 a 24 horas, prémueve una mejor distribucién ce-
lular en el medio de cultivo, asi como el intercambio de -

C0, y nutrientes, ayudando a la conservacién del pH adecua

do.

B).- De la tincibén de plata.-

Desde luego que los patrones y la cantidad de precipi
tados de plata en el material nuclear varia en las diferen
tes etapas del ciclo celular. Para nuestros propbésitos, la
profase tardia y la metafase fueron las (nicas tomadas en

!
cuenta.

18
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En profase tardia conde 1ows cromosomas se cobservan

como "bastones alargados™, pero perfectamente identifica
bles los grupcs cromosbémicos, apreciamos la reaccidn a la
plata como depbésitos obscuros finicos en los brazos cortos
de los acrocéntricos. En metafase, cada cromosoma mostran
do‘tipicamente su par de cromitidas, presentzbza depbsitos
obscuros dobles, cada uno en los brazos cortos de la cro-
matida respectiva; ocasionaimente Se observaron metafases

con depbsitos triples por cromosoma.

’
i

La técnica de tincidén de plata requirié condiciones
especiales para su desarrollo; la preparaciém de las solu
ciones Ag y ("As") necesitaron pasarse a través de filtro
milipore 0.22 micras y guardarse a 4°C. 15 minutos por 16
menos antes de su uso; el pH Optimo de la formalina fué -
de 4.5; la temperatura éptima para la solucibn Ag.estuvo
en 60°C. y su tiempo de exposicién en 25 minutos; 1la solu
cibén (“As') fue la que tuvo mayor variacibén en tiempo pa-
ra su reaccibn, siendo desde un minuto hasta cinco minu--

tos, a temperatura ambiente.

C).- De los resultados numéricos y estadisticos.-

Se tomé como parimetro sbélo la presencia o ausencia

de Peaccibén a la plata, sin® importar la intensidad o la -
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forma del depésito sobre la regién de 1os oyganizadores -
nucleolares. Si la positividad a la plata existié cuando
penos en un acrocéntrico, se tomb como metafase Ag (+), -
contando cada acrocéntrico como unidad. Las zonas de la -
laminilla sin reaccibén a la plata no fueron tomadas en --
cuenta para la contabilidad de los resultados numéricos;
de tal manera que el nfmero minimo de NOR's Ag (;) por me

tafase seria de uno y el miximo posible de 10,

Se analizaron un total de 468 metafases; 94 del gru
po de Recién Nacidos; 100 del grupo de un afio; 93 del de
30 afios; 99 del de 50 anos y 82 del grupo de 80 anhos. Es-
to didé un total de 4,680 cromosomas acrocéntricos, 2,808
pertenecientes al grupo D del'cariotipo humano y 1,872 -~

pertenecientes al grupo G.

Del total de cromosomas acrocéntricos, 2,632 tuvieron
NOR's con positividad a la plata, haciendo el 56.23% y --
2,048 acrocéntricos con NOR's negativas a la plata, repor

tando el 43.77%. (Tabla I)
Taﬁla'I;—
Total de cromosomas acrocéntricos estudiados

NOR’s Ag (+) 2,632 56.23%
NOR's Ag (-) 2,048 | ° 43.77%

Total 4,680 160.00%
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De los 2,808 acrocéntricos del grupo D, 1,587 mostra-
ron NOR's Ag (+) y 1,221 carecieron de tal positividad y -
los promedios fueron 56.51% y 43.49% respectivamente. (ta-

bla II).

Tabla II.-
Cromosomas acrocéntricos del grupo D

(pares 13 al 15)

NOR's Ag (+) 1,587  56.51% i

NOR's Ag (-) 1,221)  43.49%

Total 2,808 100.00%

De los 1,872 acrocéntricos del grupo G la tincibn de
plata en 1los NOR's existid en 1,045 y estuvo ausente en -
827, con promedios de 55.82% y 44.18%. de manera respectiva.

(tabla III).

Tabla III.-
Cromosomas acrocéntricos del grupo G

(pares 21 y 22)

NOR's Ag (+) 1,043 55.82%
NOR's Ag (-) 827 44.18%

Total 1,872 100.00%
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Los valores medios de los NOR's Ag (+) por grupo de -

edad fueron los siguientes:

Recién Nacidos X = 5.98
1 Ano X = 5.89
30 Afios X = 5.42
50 Afios X = 5.60
80 Afilos o més X = 5.30

En la tabla IV se mugstra ademds de las medias tota-

les, las medias por grupo cromosémico (XD y XG).

Tabla IV.-
Valores promedio (*) de los NOR's Ag (+) en los -

cinco grupos.

GRUPO XD X6 X TOTAL
R/N 3.66 2.32 5.08
1 ARO 3.51 2.38 5.89
30 ANOS 3.43 2.01 5.44
50 AROS 3.31 2.30 5.61

80 ANOS 3.21 2.09 5.30
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Para comparar los valores medios de los acrocéntricos
del grupo D entre los distintos grupos de edades, se utili-
26 como prueba estadistica la Prueba de Z para grandes mues
tras a una confiabilidad de 99% (P<£0,01) sin encontrar di-
ferencias estadisticas significativas. E1 mismo procedimien
to se utilizé para comparar los acrocéntricos del grupo G,
repo;téndose similares resultados, a excepcién del grupo de

1 afio‘vs 30 afios. (Tabla V).



24

Tabla V-~ -
Valores de Z al comparar las frecuencias de cromosomas

D Ag (*) vy G Ag (+) entre las 5 poblaciones. (p£ 0.01)

Dvs D Gvs G
R/N vs 1 Afo 0.904 0.420
30 Afos 1.225 1.967
50 Anos “1.978 0,127
80 Afios 2.469 1.478
[ !
.,'
1 Afi¢ vs 30 Afios 0.473 2.600**
50 Anos 1.274 0.562
80 Anos 1.843 2.070
30 Anos vs 50 Anos 0.667 -1.846
80 Anos 1.189 -0.515
50 Anos vs 80 Afios 0.574 1.354

** yalor significativo
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Se pretendid posteriormente determinar si la relacién
normal del nimero de NOR's Ag (+) del grupo D vs el gTupo
G se mantenia entre los diferentes grupos de edades estu-
diadas utilizando también la prueba de Z a la misma con--
fiabilidad, encontrando que la relacibén tedbrica 1.5:1 se
mantenia, y sin diferencias estadisticas significativas.

(tabla VI).

Tabla VI-- i

Relacibén entre D Ag (+) y G Ag(+) por grupos de edad-

Relacidn Valor Z
R/N 1.88 : 1 8.32
1 Ano 1.47 : 1 8.37
30 Anos ey 8.13
50 Anos 1.44 : 1 6.20
80 Afos 1.54 : 1 6.72

(P<0.01)



Intentando predecir el nﬁmero de NOR's Ag (+) en los
acrocéhtricos del grupo G, previamente determinado el nua-
mero de D Ag (+) se empled el coeficiente de correlacibn
(r) para el grupo D vs el grupo G en cada uno de los cin-~
co grupos de edades. Se encontré que la positividad a la
plata_se distribuye totalmente al azar entre los acrocén-
tricos en cada una de las metafases, A veces existe mayor
nimero de NOR's Ag (+) en el grupo D; otras veces existe
mayoria en el grupo G; y en otras, la distribucién es --

i

igual para ambos grupos.(Tabla VIT).

. Tabla VII.-
Coeficiente de correlacibn (r) encontrado

de los valores de D vs G.

R/N r = -0.144

1 Afo r = 0.00678
30 Afios r = 0.08933
50 Afios T = 0.09713
80 Anos T = 0.20794

Finalmente, se utilizé la ecuacién de la recta -
Y = 5.884 - 0.0076 X graficandola para apreciar los valo-
res de NOR's Ag (+) y su relaci@n con los distintos grupos
de edades, encontrandose una tendencia a la disminucidén de

tal nGmero a medida que avanza la edad (Gréfica I).
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V.- DISCUSION Y CONCLUSIONES

La técnica de tincibn de plata utilizada para la ob-
servacién de los NOR's es de dificil manejo y requiere de
cuidados especiales para obtener los resultados deseados;
sin embargo y afln con la mixima atencién se obtiene varia
bilidad en la tincién de una misma preparacién. Es frecuen
te apreciar Areas pequefias con positividad a la plata per-
fectamente delimitadas, donde la tincidén alcanza su mixima
expresidén en reaccién y calidad, alternando con zonas de -
negatividad a la tincidén de plata. Estos resultados con--
cuerdan con los reportados por Buys em 1979 y Bloom en -
1976 (49, 1) y desde luego pueden ser un pardmetro de dis-
crepancia en cuanto a los nimeros modales de NOR's con po-
sitividad, lo que ya ha sido descrito también por autores

como Varley en 1977 y Mikelssar en ese mismo afio (52, S53).

La tincibén de plata de los NOR's probablemente sea -
producto de una reaccibén de reduccibn de la plata por de-
terminados grupos existentes en los organizadores nucleo-
lares (Peters, 1955) (19). Es entonces, la observacién de
los depbsitos de plata resultado de una reaccidén depen- -

diente de tiempo y temperatura.

Ademis de los factores técnicos que producen - - -

28
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variabilidad en la reaccién a la plata, pueden existir --
componentes bioldgicos que influyan en 1os resultados de
la tincibén. Es clara la diferencia de tincibn en las di--
versas etapas del ciclo celular y particularmente en in--
terfase y profase tardia por una parte, y en metafase por

la otra, segGn se indicé en resultados.

Buys, en 1979 (49) sugiere que la presencia de preci
pitado de plata en cada una de las cromatidas, es indicio
de una nueva sintesis de rRNA posterior a la replicacién
del DNA. Sin embargo Flores-Brisefio (1982, datos no publi
cados aln) propone que tal observacidén, no es mds que un
resultado del fenémeno de contraccién de la cromatina y -
que los depésitos de plata visibles a partir de profase -
intermedia, son producto de la conjuncién de méitiples de
pdsitos pequefios dispersos en la cromatina nucleolar, los
que por las fuerzas de condensacién forman uno solo visi-
ble a la microscopia de luz. Lo anterior también es apoya

do por Schwarzacher y cols. (1978) (54).

Las proteinas que reaccionan con la plata pueden es-
tar relacionadas con los procesos regulatorios de la trans
cripcifbn de los genes que codifican para el rRNA. Por lo -
tanto, como menciona Buys (op. cit.) tales proteinas no -

serian consecuencia directa de la transcripcibén, sino un
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factor estructural condicionante para que ello qcurra,

Aln cuando nuestro estudio muestra una disminucién =
en la frecuencia de NOR's Ag (+), tal diferencia no es muy
marcada; quizd debido por un lado al proceso de seleccibdm
durante el cultivo celular en aquellas células con maximo
niimero de genes TRNA activos predeminando (aunque hay que
recordar que los cultivos son a corto plazo); por otro 1la
do el uso de la fitohemaglutinina como mitégeno que selec
tivamente estimula a las células T (Gréaves, 1972) (55) -
pudiera "“enmascarar" diferencias mids acentuadas entre cada
uno de 10s grupos estudiados. Un tercer factor podria ser
la falta de resolucibén del método para tefiir los NOR's --
dejando escapar al observador diferencias cuantitativas -

presentes.

De cualquier manera la tincidén de plata de los NOR's
estd asociada con la actividad de los genes para TrRNA; ¥y
por el método utilizado en el prente trabajo no es posi--
ble la contabilizacibén exacta de la cantidad de genes ac-
tivos a medida que avanza la edad; pero si podemos con---
cluir que para nuestro estudio existe una disminucién de

los valores medios de NOR's Ag (+) a medida que avanza la

edad.
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ViI.-RESUMEN

Los NOR's se sitfian en la banda pl2 de los 10 autospo
mas acracéntricos humanos; representan el loci para los -
genes rDNA que codifican al TRNA en sus fracciones 18S y
28S, involucrandose ademds en la formacién del nucleolo;
y se tifien selectivamente con nitrato de plata (AgNO3), -
segiin la técnica ("Ag-As™) descrita por Bloomy - - - « -
Goodpasture en 1976.

!

En los genes de copia mOltiple (como 1ns NOR's) se -
ha reportado disminucidn de su actividad transcripcional
a médida que avanza el proceso de envejecimiento celular.

v

El objetivo de este trabajo estuvo en determinar ep
linfocitos de sangre periférica una posible disminucibn -
en la activiad de tales genes, reflejadndose en el nlmeroc
de NOR's Ag(+} Yy establecer una correlacidén de esa varia-

bilidad numérica con las diferentes edades.

La técnica para el cultivo de linfocitos que se uti-
1iz6 en este trabajo fue la descrita por Moorhead y cols.
en 1960; y para la tincidén dc plata se empled la descrita

por Bloom y Goodpasture en 1976.

31
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Los individuos muestreados fueron 50, que se distri-
buyeron en cinca grupos de edades (R/N, 1 afio, 30 afios, -
50 afios y 80 afios), cada uno formado por 10 personas. De

cada sujeto se estudiaron 10 metafases con NOR's Ag (+).

Se encontrd una disminucién ligera en el nimero de -
NOR's AZ (+) en sus valores medios a medida que avanza la
: q

edad.



VII.- BI BLIOGRAFTIA

Bloom, S. E. and Goodpasture, C.: An improved technique
for selective silver staining of nucleolar organizer re
gions in human chromosomes. Hum. Genet. 1976. 34: 199-

206.

Paris Conference (1971): Standarization in Human Cytoge
netics. Birth Defects: Original Article Series, VIII: 7
1972. The National Fundation, New York.

i
Ferguson-Smith, M. A., Handmaker, S. D.: Observations -

.on the satellited human chromosomes. The Lancet. 1961.

I: 638-640.

Ohno, S., Trujillo, J. M., Kaplan, W. D., XKinosita, R.:
Nucleolus-organisers in the causation of chromosomal -

anomalies in man. The Lancet. 1961. II: 123-126.

Henderson, A. S., Warburton, D. and Atwood, K. C.: Lo-
cation 2f ribosomal DNA in the human chromosome comple-
ment. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 1972 69 (1i): 3394-
3398,

Evans, H. J., Buckland, R. A. and Pardue, M. L.: Loca-
tion of the genes coding for 18S and 28S ribosomal RNA

in the human genome. Chromosoma. 1974. 48: 405-426.



-~

10.

11,

12,

13,

34

.- Paerdue, M. L., Hsu, T. C.: Location of 185 and 28S

ribosomal genes in the chromosomes of the Indian -

Muntjak. J. Cell Biol. 1975. 64: 251-254.

.- Hsu, T. C., Spirito, S. E., Pardue,.M. L.: Distribu-

tion of 185 + 285 ribosomal genes in mammalian geno-

mes. Chromosoma. 1975. 53: 25-36.

.-Tantravahi, R.,, Miller, D. A., Dev, V. G. and Miller,

0. J.: Detection of nucleolus organizer regions in -
chromosomes of human, chimpanzee, gorilla, orangutan

and gibbon. Chromosoma. 1976. 56: 15-27.

Denton, T. E., Howell, W. M. and Barret, J. V.: Human
nucleolar organizer chromosomes: Satellite associa--

tions. Chromosoma. 1576. 55: 81-84.

Goodpasture, C., Bloom, S. E., Hsu, T. C. and Arrighi,
F., E.: Human nucleolus organizers: The satellites or -

the stalks?. Am. J. Hum. Genet. 1976. 28: 559-566.

Henderson, A. S., Warburton, D., Atwood, K. C.: Ribo-
somal DNA conectives between human acrocentric chromo-

somes. Nature. 1973. 245: 95-97.

Dittes, H., Krone, W., Bross, K., Schmid, M. and Vogel,
W.: Biochemical and cytogenetic studies on the nucleo-

lus organizing regions (NOR} of man. Humangenetik. --

1975. 26: 47-58.



14.-

16.-

18.-

18.

20. -

35

Warburton, D. and Henderson, A. S.:. Sequential silver
staining and hybridization in situ on nucleolus orga-
nizing regions in human cells. Cytogenet. Cell Genet.

1979. 24: 168-175.

Bross, K. and Krome, W.: On the number of ribosomal

RNA genes in man. Humangenetik, 1972. 14: 137-141.

A. Flores-Brisefio, G.: Merphology of nucleoliar orga-
nizer region in human prophase and prometaphase chro-

mosomes. M. Sc, Thesis. University of Minnesota. 1978.

Ramén y Cajal, S.: Degeneration and regeneration of
the nervous system. London, Oxford University Press.

1928.

Weddel, G. and Glees, P.: The early stages in the de-
generation of cutaneous nerve fibers. J. Anat. 1941.

76: 65-93.

Peters, A.: Experiments on the mechanism of silver -
staining. I Impregnation. Quart. J. Micr. Sci. 1955.
96: 84-102.

II Development. Quart. J. Micr. Sci. 1955. 96: 103-

115,

Gilbert, A. B.: Triple silver impregnation for selec
tive staing of avian nerves. Stain Technol. 1965. 40:

301-304.



21.

22.

23.

24,

25

26.

&7,

36

Bloom, S. E. and Buss, E. G.: Amoniacal silver stain-
ing of embryonic chicken cells and chromosomes. Poultry

Sci. 1969. 48: 1114- 1116.

Osztovics, M., Biihler, E. M., Miller, H. and Stalder,
G. R.: Banding Techniques in the evaluation of human -

chromosomal variants. Humangenetik. 1973, 18: 123-128.

Black, M. M., Speer, F. D. and Lillick, L. C.: Acid-ex
tractable nuclear proteins of cancer cells. I. Stain-
ing with ammoniacal silver. J. Nat. Cancer Inst. 1960.

25: 87 -0774

Marinozzi, V.: The role of fixation in electron stain-

ing. J. Roy. Microscop. Soc. 1963. 81: 141-154.

Matsui, S., Sasaki, M.: Differential staining of nu-
cleolus organizers in mammalian chromosomes. Nature.

1973. 246: 148-150.

Tantravahi, R., Miller, D. A. and Miller, 0. J.: Ag-
staining of nucleolus organizer regions of chromoso-

mes after Q, C, G or R banding procedures.Cytogenet.

Cell Genet. 1977. 18: 364-369.

Denton, T. E., Brooke, W. R. and Rowell, W. M.: A -
technique for the simultaneous staining of both nu-
cleolar organizer regions and kinetochores of human

chromosomes with silver. Stain Tech. 1977. 311-313.



29

30.

3l

3Z.

Miller, D. A., Dev, V. G., Tantravahi, R. and Miller,
0. J.: Suppression of human nucleolus organizer acti-
vity in mouse-human somatic hybrid cells. Exp. Cell -

Res. 1976. 101: 235-243.

Pathak, 5. and Keiffer, N. M.: Sterility in hybrid ca-
ttle. I. Distribution of constitutive heterochromatin
and nucleolus organizer regions in somatic and meiotic

chromosomes. Cytogenet. Cell Genet. 1979. 24: 42-52.

Pellicia, F.; Capoa, *A"de, Belloni, G., Rocchi, A. -
and Ferraro, M.: Localization of silver staining in
interphase, prophase and metaphase lymphocytes. Exp.

Cell Res. 1878. 115: 439-441.

Hubbell, H. R., Rothbleom, L. I. and Hsu, T. C.: Iden-
tification of s-lver binding protein associated with

the cytological silver staining of actively transcri-
bing nucleolar regions. Cell Biology International Re

ports., 1979. 3: 7. 615-622.

Hernandez-Verdun, D., Hubert, J., Bourgeois, C. A. -
and Bouteille, M.: Ultraestructural localization of
ag-NOR stained proteins in the nucleolus during the
cell cycle and in other nucleolar structures. Chromo

soma. 1980. 79: 349-362.



38

33.- Berdyshev, G. D.: Age-Dependent changes of in vitre -
transcription activities of animals. Interdiscip. Top.

Gerontol. 1976. 9: 83-133.

34.- Hahn, H. P.: The regulation of protein synthesis in -

the aging cell. Exp. Gerontol. 1970. 5: 323-334.

35.- O0'Meara, A. R. and Herrmann, R. L.: A modified mouse

!

liver chromatin preparation displaying age-related -
differences in salt dissociation and template ability.

Biochim. Biophys. Acta. 1972. 269: 419-427.

36.- Pythila, M. J. aﬂd Sherman, R. G.: Studies on thermal

stability and template effectiveness of DNA and nu--
cleoproteins from beef thymus. Biochem. Biopys. Res.

Commun. 1968, 31: 340-344.

Ogrodnik, J. P., Wulf, J. H. and Cutler, R. G.: Alte-

37.

3 red protein hypothesis of mammalian ageing processes.
II. Discrimination ratio of methionine vs ethionine -
in the synthesis of ribosomal protein and RNA of --
C57/BL/6J mouse liver. Expl. Gerontol. 1975. 10: -
119-136.

—

38.- Wulf, J. H. and Cutler, R. G.: Altered protein hypo-
thesis of mammalian ageing processes. I Thermal sta-
bility of glucose-6-phosphate dehydrogenase in - -
C57/BL/6J mouse tissue. Expl. Gerontol. 1975. 10:

101-118.



39

40.

41.

42.

43.

44.

39

Dingmann, D. W. and Sporn, M. B.: Studies of chromatin.
I. Isolation and characterization of nuclear complexes
of DNA, RNA and protein from embryonic and adult ti- -
ssues of the chicken. J. Biol. Chem. 1964. 239: 3483-
3492.

Kurtz, D. I., Russel, A, P. and Sinex, F. M.: Multiple
peaks in the dereivative melting curve of chromatin -
from animals of varying age. Mech. Ageing Dev. 1974.
3: 57-49.

Ohno, S. and Nagai, Y.: Genes in multiple copies as -
the primary cause of aging. Birth Defects: Criginal -

Article Series. 1978. XIV: 1. 501-514. The National -

Fundation.

Hart, R. W. and Setlow, R. B.: Correlation between --
deoxyribonucleic acid excision-reparir and life-span
in a number of mammalian species. Proc. natn. Acad.

Sci. USA. 1974. 71: 2169-2173. b

Gaubatz, J. W. and Cutler, R. G.: Age-related diffe-
rences in the number of ribosomal RNA genes of mouse

tissues. Gerontology. 1978. 24: 179-207.

Andrew, W.: "Cellular changes with age". Springgield,

C. C. Thomas, 1852.



40

. ‘.
45.- Johnson, R., Strehler, B. L: Loss of genes coding for

ribosomal RNA in ageing brian cells. Nature. 1972.
240: 412-414.
Johnson, R., Chrisp, C., Strehler, B,: Selective 1loss

of ribosomal RNA genes during the ageing of postmito-

‘tic tissue;. Mech. Ageing Dev., 1972. 1: 183-198.

47.- Mann, D. M. A., Yates, P. O.: Lipoprotein pigments.
.Their relatjonships to aging in the human nervous --
s%;tem. 1' The lipofuscin content of nerve celis. -
Brian. 1974. 97: 481-488.

11. The melanin conten of pigmented nerv cells. Ibid.
489-498,

45.- Strehler, B. L.: Roles and mechanisms of rDNA changes
'd;ring aging. Birth Defects: Original Article Series.
fé?S. XIV: 1. 449-462. The National Fundation.

49.- Buys, C. H. C. M., Osinga, J. and Anders, G. J. P. A.:
Age-dependent variability of ribosomal RNA-gene activi
ty in man as determined from frecuencies of silver - -

.’staining nucleolus organizing regions on metaphase - -
chromosomes of iymghoc?tes and fibroblasts. Mechanisms
of Ageing and Development. 1979. 11: 55-75.

50,- Moorhead, P. S., Nowell, P. C., Mellman, W. J., Battips,
D. M. and Hungerford, D. A.: Chromosome preparations of
leukocytes cultured from human peripheral blood. Explt.

Cell Res. 1960. 20: 613-616.



ST =

52.-

sS40

41

Seabright, M.: A rapid banding technique for human -

chromosomes. The Lancet. 1971. 1I; 971-972.

Varley. J. M.: Patterns of silver staining of human

chromosomes. Chromosoma. 1977. 61: 207-214,

Mikelsaar, A. V., Schmid, M., Xrone, W., Schwarzacher,
H. G. and Schnedl, W.: Frequency of Ag-Stained nucleo-
lus organizer regions in the acrocentric chromosomes -
of man. Hum. Genet. 1977. 37:. 73-77.

Schwarzacher, H. G., Mikelsaar, A. V. and Schnedl, W.:
The nature of the Ag-staining of nuc&eolus organizer -~ -
regions. Electron and light microscopic studies on - -

human cells 1n interphase, mitosis and meilosis.

Cytogenet. Cedl Genetia 1978. 20i=24=39.

Greaves, M. F. and Janossy, G.: Elictitation of selec-
tive T and B lymphocyte response by cell surface - - ~

binding ligands. Transplant. Rev. 1972, 11: 87-130.



‘1161 Op VQ:L aon
ryyudaajuo) vl undas (q odnay)

€1 @lo QU TMOSOUOID 10P vwonbs g

M

d



‘q odni8 y[ap nrwosOWOID UN UD

S, YON SOT B EBl}SONU anb swoanbsj




*1L6T ap Sidig 9p w1dUdI3FUO) T :smmm

(0 odnay) [z ordwnU eWOSOWOID 13Pp ewonbsg

nmesermemdifls




*n odnad [op rwWoOSOWOIDd uUn

Us s,yON So[ e erisanu anb vwanbsyg







‘e1erd Bl v SoAtravsod

S,YON w02 5 £ q sodnif sor 8p SewosSowold OPUBIISOW BIJRIZ0104




SETVOAXHS SYWOSOROHED | AWJ.\ I ) R J
zii UL 1 B oy
a
.g.ﬁ----,,--......,nT,.:..,--- 1A S . ol
d

 ESS ST TS0 N | R_—

4 g : m& ﬂxw “ 1 m

o - st TR e— 4 ——{-




(+ BY s,¥ON) "SOGIIYN NI1234 30 NOIIVIEOd V1 Vivd SOQIN3LE0 SOII¥INAN SOOYLINSIY

03 (Wgsowolr sodnib A

267 =19 x 99°5 = Lo x
ot g tleolea]i1t ToroloolgolhoTlet|ot]solzo [vosols i [€1 ] raoleo]s |
ot netlao Jort it [0 |80 {6 alero |1t |-t |iolso |20 [Zolet [z [0 orof ne
ol ezlg i lzre e (e {va] w fere [new [e t s lers Jore [renfnre foou [ooe [reg] e
] 2] s |- | - e pols el -=|-f-1-1- lﬁ._:&
Col e lTT w = [-1Tz 15 ¢ |4 Fogmod- [| =~ ke |1 *&: BT @
e o€ z|n [z ]w|uw|e|olelsleulefn|v]n]z]e

[ 20 2]z | ¢elw |lze 2l sle|slelslele|elt|zie]|ce]|w]
l zlziwlw [ete] sz |c | = ple ol 1 ds o | wn] e ¢
2 elzelz e 10 1 nfe |s|elstw wnlelel]eln]el|n]

oo 2 B U O I 2 A -t 2 - "2 S CON A0 S (O O S B
T v et le ez slw ]z ol alel el e leler el v
el Tz el | el fn e 9Nl o h :x|n;.

Tl T e TE e e TS il el e 2ls |2 b i g | Bog
9l a9 | a9 a9 als a9 a|lo{a|lsv]la 9o la] ool q

ol 6 8 L 9 i € Z |

s0se]

| OX3NY

|><

T W N0~ O O O

asej eyay



¢z = 19 x 157¢ - Yo g
o o st T Y v B T R W e O o 1= TN sy s OO v
hofgo o [0 |wal zolort [9ro|zolert turaln il6ta i |za|ntofort [t fgraf veo
(900670 |00 [9°0]9%0] s*0|11 [a0|soltt [90]zridort Jeoi [wral oot {670 {6%0] 770
(vezlive (2 [eew 1] 626z |ore| eoiforw [ove [oelez o€ [z f6erafsz [gf|oz| s €
ez |z ol el nl il el elala]anle o lelwlelnl|e] ]
e Je sl el ele | el el lels| |elefele]n ]z
e le e i T e el o Te e lele [wlelefvls]e] e
Cele el el ele vl elsTefelvlwlefal ]|
e lz [z s |z {2} vl elele el el el {ul ) W]
e telel o] ¢f ¢ nafm edn el wlelzle ]zl ¢]
ol (el el e 2] e lelnlefolelelcls|e] n
e 1T 12 €2 eln ] ¢l zte lelsalzlelelsl2 ]| v]
(el Je vzl el elelelele el el efn|e]o] uv|
s [ w {s | ] elwlwl alwda]olw el vl v]
o la |olal ol el ol al alalolalolalslalo]alsol d]

01 6 8 zil-m 9 G h N !m» f]m].. 1

so2 lugsowodd sodntb A sose)

(+ By s,¥ON) ONV | 30 NOIJVT80d Y1 W¥¥d SOQINILEO SOIIHIWNN SOOVITINSIY 11 OXINY

ISP I



ZzL ] v 1l9'0 [970fort Joro lonolsi]zolgo [t
1 L zilgto lgrolie gm0 [eroleri] solgro [t
o't €€ Jg t | tzlivz |sow |9t |og] eglew [
B R R
o0 4w 1-1 <1t [s|-]~]¢|¢ {@®
- 7o ok 2 vt
{ £ } NI; A q Z A ¢ £ 0
Clz |1 | 2 ¢ s |11l nls |¢
o | ¢ | ¢ __o n Ll vl ¢€ls | o
- = - O
o v fzlezteia vzl ¢s P=e
Ly [z ele |9 [l ] slw |z
b — = o J
o | €71 ¢ | vlz e T 1T €0y but
etz e sl el [T Tl w3 [¢
¢ |z [ vl c]lz s |||l vwig |z
D 1 ad |9 ol fa {9l al 9la 9
. .
ol & 8 i 9 S

l0°z = 1q x e - tax
nofot Jor 1[5 t]go|wolwo]e0
srolert [o i e 1[6® |90 |90 01
pzlste v eeloe [wT |9tz 82
zle olsl|z |z
¢l 5 L_ z bz ]y | s | ] ¢]
1 (N~ I -
¢elslolelzlzle] 2
el ol wlz e €| v
felo e o el s ML
el |zl sl || e #]
s T e el
tiw el e oz ]
el et Weslz [e| ¢ 27
ola | 9] ela (o] o] a
o - ;m ; Z L

S0 jwgsowold sodnub A sose)

(+ By s, YON) SONY DE 3IA NOIIVIE0d YT Y¥¥d SOMINILAO SOTIYIWNN SOQYLINSIY 111 OXINY

O

= N

ase By



0f'z = 19 X 1£°¢ = Lo x
stolc*1 Jort | 1t ] wofaro |20 [ hro| s a0 {40 av0fz L 8% ao| r1lsoJara]z 1| w0
CrojzeLjort| 1] £°0je%0 |u'0 | 70| 2°1]6°0 19°0| 8°01L°0 670 | 60| z*|6"0 870 | 171 9°0
TN I AN S U PR/ S 1 I S 0 R o S - A R A B A A R AR A R I VAR A2 4 AT o R A B
clo (el olelele] oo ladsle w0 el-T-1%Tz

clw le el efs|elw] lshalsloale]nfo]elc]c]
ﬁlﬂ et el eln el el els o] alnlelnlnlelz] ]z
€1 0 9 L] 4 £ ¢ 0] % h b | € S | £ 11 ¢ ¢ z
z |l | (5 €| n £ £ I £ €| h b | g | ¢ 4 £ |
-|M|,|m 4 3 NL 9 13 z | 2 h s |'¢ | h [4 T [ T t ¢
e e T e e L e ST o [ 7
vz lelel el o el elnlanlelelel el ezl 1] ¢
AR L R R N R B T B 2 B A
2T o | sl ele el afale] elfeloal el tlefn]e]c
9la |9 | af 9lato | ol oo|la|lolala|ats] alofals]|a
ol 6 q L 9 5 i 5 Z _

507 (wgsowod2 sodnuab A sose)

(+ By S, 4ON) SOMY 0S 30 NOIIVIE0d ¥ Wivd SOOINILEO SOJIYIWAN S0OVLINSIY Al OXINY

w O~

=T

ase P13y



60°7 = "9 X 12°¢ =1 0¥
ho v w0 ot] 11 @.OJ 20t Jgwo [2°0 | 50| grols o e+t 18 0o ot 670
10 lon teol ol 1oilgrolsalirn (670 lno ]zl 6tnlewo |zt 6 0fg0 [1ny o
:m.N-N;..N S ERACER S ERA R AL A AR k4 R RN LR R A VA L)
cle |- -] -{-lelelelntelwlo el ]|e|-]-]
e e -1 -1 elw [Od® o] ole | welze]-]-]
e e el e] <l-]ele el nd el ileletle |17
wle bzl el olwqjpaele s istelsltvjzleltlz] g
Tel ezl z] 1[sTz]s | ¢« Tdol bl | e&af 0lu |1 2]
cle s lelele vy lel vl le| iz 1] 2]
Telel o] 2] sls|elalelwl el wlz]s[e]e|n] 2
Telwlo] el olelelelelwlal slz]l ] e |11 ¢]
12z lel e elelelelvwlnl ol ln|lolele]
ez |2 % ntelwfz sl el epnls]ilz]z] !
o | a |9 ol slalola o |als!l alola]|ola]|s]a
e P A - s Al IRNE ™ 2 B

i

(+ By s,40ON) SONV N8 30 NOIJV190d VY1 Wivd SOUINILE0 $071¥3MAN SOQVLINSIY A OXINY

v w;m

~ @ o o X

Naj

SaSP P13y



e




