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Resumen. La infección de ratones Jóvenes (34 semanas de edad) con 
100 DL50 del virus de la Encefalitis Equina Venezolana. por vía intraperito
neaI. produce una inhibición de las enzimas nucleares ARN-polimerasas 
dependientes de ADN. tipo 1 y 11. La determinación enzimáUca efectuada en 
la fracción nuclear, en condiciones de baja fuerza iónica. demostró que las 
2 enzimas tienen un patrón de sensibilidad diferente en las primeras 15 
horas posteriores a la infección: la ARN-polimerasa tipo 11 presentó un 50% 
de inhibición contra solo un 25% de inhibición de la tipo 1; sin embargo. a 
las 24 horas. esta diferencia desapareció por aumento en el nivel de 
inhibición de la última igualándose los valores de ambas enzimas en un 50% 
de inhibición. Estos valores se mantuvieron hasta las 48 horas después de 
la infección. Durante el periodo de determinaciones enzimáUcas. ninguno 
de los animales del grupo infectado mostró signos clínicos de la enfermedad 
pero al cabo de 5 días. todos murieron con parálisis del tren posterior. 

CeDular RNA-polymerases alterations in brain nuelei in EEV virus 
infected mice. 
Invest Clin 25(1):25-31. 1984. 

Abstract. Young adult mice (3-4 weeks) inoculated IP with 100 LD50 
of the Venezuelan Equine EncephalomyeliUs (VEE) virus showed an inhibi
tion of DNA-dependent RNA polymerases. 1 and n. The enzymes activities 
display a different pattern of sensitivlty In the early hours of post-Infection. 
when the determinations were performed with pure nuclei in low ionic 
strenght. Fifteen hours after infecUon, RNA-polymerase II showed 5()O;6 
inhibition while RNA-polymerase I was inhibited only 25%: at 24 hours 
inhibition was 50% in both enzymes remaining the same until the 48 hours. 
No evident symptoms of the disease were seen in the animals during the 
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period of enzyme determinations and the death 'occur after 5 days of the 
infection. 

INTRODUCCION. 

Se ha establecido. por estudios 
realizados a nivel de cultivos celula
res infectados con diferentes tipos 
de virus (4, 11), que lasARN-pollme
rasas nucleares sufren una fuerte 
inhibición en la que resulta princi
palmente afectada laARN-poUmera
sa tipo n. Estudios realizados por 
Koizumi y col (6) han demostrado, 
en cultivos celulares infectados con 
el virus de la Encefalitis Equina del 
Oeste. la síntesis de inhibidores de 
origen viral. cuyo nivel de acción es 
sobre los deoxinucleótidos que son 
utilizados para la síntesis del ADN 
celular. 

A pesar de la gran cantidad de 
trabajos realizados en cultivos celu
lares referentes a los diversos ele
mentos sintetizados durante una in
fección viral (5,8, 12) es muy escasa 
la información proveniente de ani
males, por la dificultad que repre
senta la identificación del material 
en estudio. En el caso del virus de la 
Encefalitis Equina Venezolana 
{EEV}, Lust {11} reporta el efecto que 
la infección tiene sobre la síntesis de 
proteínas y ácidos nucleícos en ce
rebro e hígado de ratones jóvenes y 
Bonilla y col (1, 2. lO) encuentran 
en cerebro de ratas infectadas con el 
mismo virus. ciertas alteraciones 
enzimáticas al cabo de 7 días de 
infección. 

En vista de la existencia de mu
chos puntos todavía obscuros para 
aclarar el conjunto de eventos y me

canismos que se suceden en el ani
mal infectado, se decidió estudiar en 
la fracción nuclear de tejido cere
bral, las alteraciones que' las ARN
polimerasas pueden experimentar 
como consecuencia de la infección 
viral. pues las evidencias acumula
das a nivel de cultivos celulares {4} 
sugieren que sean éstas las prime
ras en experimentar los efectos de la 
infección. 

MATERIAL Y METODOS 

Se emplearon 10 ratones albinos 
suizos. de 3-4 semanas de edad. los 
cuales fueron inoculados por vía in
traperitoneal con 100 DL50 del vi
rus de la Encefalitis Equina Venezo
lana (EEV) {13} subtipo I. diJuido en 
solución borato-salina con albúmi
na bovina al 0,4% {9}. Los 10 ratones 
controles recibieron una inyección 
con el mismo volumen y d11uente. 

Obtenci6n de los n6.cle08 cere
brales. 

A las 15. 24 Y48 horas de post
infección (pil. se extrajeron los he
misferios cerebrales a los grupos de 
animales controles e infectados. 
parahomogenetzarlos en una solu
ción 2,2 M de sacarosa, 1 mM fosfa
to de potasio pH 7.6 Y 1 mM CI2Mg 
Siguiendo la técnica descrita por 
Krawiec y col (7). El material es cen
trifugado a 90.000 x g por 1 hora. 
usando el rotor SW -25. en una ul
tracentrifuga SPINCO modelo L. 
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El precipitado (núcleos puros) se 
suspendió en una solución con 20% 
de glicerol en 0.05 M Tric-HCL. ptt 
8.0 Y fue usado inmediatamente 
para la reacción enzimática. 

Determinación de la ARN-poD
merasa endógena. 

El medio de incubación conte
nía: 40 mM Tris-HCL. pH 8.0; 1.6 
mM 2- mercaptoetanol; 0.6 mM de 
cada uno de los nucleósidos de trt
fosfato no marcado (ATP. CTP. GTP) 
Y 0.1 mM (1 IlCí) 3H-UTP (New En
g1and Nuar. Boston. Ma. USA. acto 
esp. 23.7 Ci/mmol). en un volumen 
final de 250 1J.l. La determinación 
enzimática para la ARN-polimerasa 
tipo 1 se llevó a cabo a baja fuerza 
iónica con 5 mM CI2Mg y 50 mM 
NaCI. Para la ARN-polimerasa tipo 
n. se realizó en 1.6 mM CI2Mn. 
8 mM KCl y 50 mM NaCI. Se incubó 
a 15°C por 15 minutos bajo agita
ción continua. Se usó 2 ~ml de 
oc-amanitina (Sigma Chemical Co .. 
Satnt Louis. USA) para diferenciar la 
sensibilidad entre las dos enzimas. 
La reacción se detuvo con 2 mI de 
ácido trtcloroacético al 10% Y 600 J,1g 
de albúmina bovina siguiendo el 
procedimiento de lavados descrito 
anteriormente por Krawtec (7). El 
residuo final se suspendió en 0,4 mI 
de ácido fórmico y se transfirió a 
botellas de contaje que contenían 10 
mI de AQUASOL-2 para contar la 
radioactividad incorporada. Esta se 
midió en un espectrómetro LKB Wa
llac con una eficiencia de 51%. 

Cada determinación enzimática 
se realizó por duplicado con sus res-
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pectivos controles tiempo Oy la can
tidad de nucleótido incorporado se 
calculó a partir de la actividad espe
cífica del precursor. determinada en 
condiciones similares de contaje si
guiendo el método de Krawtec (7). 

El contenido de ADN se determi
nó por el método de Burton (3). 

RESULTADOS 

En la Fig. No. 1 se puede obser
var la actividad enzimática en el pe
riodo temprano de la infección viral. 
expresándose los valores en porcen
taje de incorporación con respecto a 
los controles. Se puede observar a 
las 15 horas después de la infección 
la disminución en un 50% en la 
actividad de laARN-polimerasa 11. la 
cual es más susceptible a la acción 
viral. continuando con este valor 
durante las 24 y 48 horas después 
de la inoculación. LaARN-polimera
sa 1 no fue tan afectada a las 15 
horas de pi sino que se inhibió solo 
en un 25% y al cabo de 24 horas 
alcanzó una disminución del 50% 
igualando a la ARN-polimerasa 11 y 
mantuvo estos valores hasta las 48 
horas. 

DISCUSION 

Los resultados obtenidos con 
ambas enzimas en ratones infecta
dos con el virus de la EEV permite 
estudiar una posible vía de acción 
en las etapas que sigue el virus en 
su multiplicación. 

Como la ARN-polimerasa 11. es 
afectada en un 50% de su actMdad 
a las 15 horas de pi. mientras que la 
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Fig. 1. 	 Actividad de las ARN-polimerasas 1 y II en núcleos celulares. a diferentes horas de 
pi, calculada a partir de los pmoles de UMP incorporados por mg de ADN presente 
en la incubaciónl15 mm, siguiendo las instrucciones especificadas en material y 
métodos (100% =151 pmoles para polimerasa 1 y 113 pmoles para polimerasa 11). 
Los valores representan el promedio de 3-4 experimenlDs. 

ARN-pollmerasa 1 ]0 es solo en un 
25%, é~to habla en favor de meca
rusmos que comienzan a actuar aún 
a más tempranas horas después de 
la iIÚección y la razón que origina 
esta diferencia en la actividad enzi
mática nos es desconocida en estos 
momentos, pudiendo ser conse
cuencia del efecto directo o indirecto 
de un inhibidor específico del virus 
cuyo mecanismo desconocemos. 
Koisumi y col {6} describen las pro
piedades de un inhibidor para la 

ADN-pollmerasa en cultivos celula
res iIÚectados con el virus de la En
cefalitis Equina del Oeste y que ac
túa como una nucleotidasa (NTPa
sal. No sabemos si este inhibidor es 
también sintetizado en los ratones, 
por lo que se hace necesario tratar 
de dilucidar esta incógnita. Es con
veniente señalar que estos resulta
dos enztmáticos contrastan con los 
obterudos en síntesis de proteínas y 
ácidos nuc1eícos por Lust {U} en 
ratones tIÚectados con el virus de la 
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EEV, en los cuales él consiguió en 
hígado, variaciones en los valores de 
síntesis de proteínas al segundo y 
tercer día. recuperando sus valores 
normales al cuarto día, mientras 
que en cerebro no se producía nin
guna modificación. 

Las alteraciones enzimáticas re
portadas por Bonilla y col (1, 2) Y 
Levine y col (10) en ratas infectadas 
por este virus tienen dos variantes 
que es necesario aclarar: la primera 
sería que las determinaciones son 
realizadas a los 7 días de pi y segun
do, que las enzimas estudiadas no 
estarían muy relacionadas con el 
mecanismo inmediato empleado por 
el virus para su replicación. En el 
presente trabajo las enzimas nu
cleares estudiadas permiten obte
ner una visión del comportamiento 
viral en una etapa más temprana de 
la infección y prepara el camino para 
conocer mejor la función de elemen
tos precursores virales en núcleos 
celulares. 
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