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RESUMEN

La infeccion de ratones jovenes (34 semanas de
edad) con 100 DLso del virus de la Encefalitis Equina
Venezolana, por via intraperitoneal, produce una inhi-
bicion de las enzimas nucleares ARN-polimerasas depen-
dientes de ADN, tipo 1 y 1. La determinacion enzimé-
tica efectuada en la fraccion nuclear, en condiciones de
baja fuerza idnica, demostrd que las 2 enzimas tienen un
patron de sensibitidad diferente en las primeras 15 horas
posteriores a la infeccidn: la ARN-polimerasa tipo Il
presentd un 50% de inhibicion contra solo un 25% de
inhibicion de la tipo I; sin embarge, a las 24 horas, esta
diferencia desaparecié por aumento en el nivel de inhi-
bicion de la @ltima igualdndose los valores de ambas
enzimas en un 50% de inhibicion. Estos valores se man-
tuvieron hasta las 48 horas después de Ia infeccion. Du-
rante el periodo de determinaciones enziméticas, nin-
guno de los animales del grupo infectado mostrd signos
clinicos de la enfermedad pero al caho de 5 dias, todos
murieron con pardlisis del tren posterior.



INTRODUCCION

Se ha establecido, por estudios realizados a nivel de cultivos celulares
infectados con diferentes tipos de virus{4, 11}, que las ARN-palimerasas
nucleares sufren una fuerte inhibicién en la que resulta principalmente
afectada la ARN-polimerasa tipo 1. Estudios realizados por Keizumi y
col (s} han demostrada, en cultivos celulares infectados con el virus de la
Encefalitis Equina del Oeste, la sintesis de inhibidores de arigen viral, cuyo
nivel de accién es sobre los deaxinucledtidos que son utilizados para la
sintesis del ADN celular.

A pesar de la gran cantidad de trabajos realizadas en cultivos celulares
referentes a los diversos elementos sintetizados durante una infeccién
viral (s, 8, 12) es muy escasa la informacién proveniente de animales, por
la dificultad que representa la identificacion del material en estudic. En
el caso del virus de la Encefalitis Equina Venezolana (EEV), Lust (11) re-
parta el efecto gue la infeccion tiene sobre la sintesis de proteinas y acidos
nucleicos en cerebro e higado de ratones jdvenes y Bonilla y col {1, 2, 10)
encuentran en cerebro de ratas infectadas con el mismo virus, ciertas
alteraciones enzimaticas al cabo de 7 dias de infeccidn.

En vista de [a existencia de muchos puntos todavia obscuros para
aclarar el conjunto de eventos y mecanismos gue se suceden en el animal
infectado, se decidié estudiar en la fraccion nuclear de tejido cerebral,
las alteraciones gue las ARN-polimerasas pueden experimentar como
consecuencia de fa infeccidn viral, pues las evidencias acumuladas a nivel
de cultivos celulares (4) sugieren gue sean éstas las primeras en experimen-
tar los efectos de la infeccién.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon 10 ratones albines suizos, de 3-4 semanas de edad, los
cuales fueran inoculados por via intraperitoneal con 100 DLso del virus
de la Encefalitis Equina Venezolana {EEV){13) subtipa !, diluido en so-
lucién borato-salina con alblmina bovina al 0.4% (s). Los 10 ratones con-
troles recibieron una inyeccion con el mismo velumen y diluente.

Obtencion de los niicleos cerebrales.

A las 15, 24 y 48 horas de post-infeccion {pi), se extrajeron los hemis-
ferios cerebrales a los grupos de animales controles e infectados, para
homogeneizarlos en una solucién 2.2 M de sacarosa, 1 mM fosfato de po-
tasic pH 7.6 y 1 mM Cl2Mg siguiendo la técnica descrita par Krawiec y
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col (7). El material es centrifugado a 90.000 x g por 1 hora, usando el
rotor SW-25, en una ultracentrifuga SPINCO modelo L.

El precipitado (niicleos puros) se suspendi6 en una solucién con 20%
de glicerol en 0.05 MTric-HCL,ph 8,0 y fué usado inmediatamente para la
reaccién enzimatica.

Determinacion de la ARN-polimerasa enddgena.

El medio de incubacién contenia: 40 mM Tris-HCL, pH 8,0; 1,6 mM
2-mercaptoetanol; 3,6 mM de cada uno de los nucledsidos de trifosfato no
marcado (ATP, CTP, GTP) y 0,1 mM {1 uCi) *H-UTP (New England Nu-
clear, Boston, Ma. USA, act. esp. 23,7 Ci/mmol}, en un volumen final de
250 ul. La determinacién enzimética para la ARN-polimerasa tipo | se
llevd a cabo a baja fuerza ibnica con 5 mM Cl2Mg v 50 mM NaCl. Para la
ARN-polimerasa tipo 11, se realizé en 1,6 mM Ci2Mn, 8 mM KCl y 50 mM
NaCl. Se incub6 a 15°C por 15 minutos bajo agitacion continua. Se usd
2 ug/ml de =~amanitina {Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA) para dife-
renciar la sensibilidad entre las dos enzimas. La reaccidn se detuvo con 2
mi de acido tricloroacético al 10% y 600 ug de albiimina bovina siguiendo
el procedimiento de lavados descrito anteriormente por Krawiec (7). El
residuo final se suspendi6 en 0,4 ml de acido farmico y se transfirid a
botellas de contaje que contenian 10 ml de AQUASOL-2 para contar la
radioactividad incorporada. Esta se midié en un espectrometro LKB
Wallac con una eficiencia de 51%.

Cada determinacion enzimatica se realizd por duplicado con sus res-
pectivos controles tiempo 0 y la cantidad de nucledtido incorporado se
calculd a partir de {a actividad especifica del precursor, determinada en
condiciones similares de contaje siguiendo el método de Krawiec (7).

El contenido de ADN se determind por el métcdo de Burton {s).

RESULTADOS

En la Fig. N° 1 se puede observar la actividad enzimdtica en el pe-
riodo temprano de la infeccibn viral, expresandose los valores en porcen-
taje de incorporacion con respecto a los controles. Se puede observar a las
15 horas después de la infeccion la disminucion en un 50% en la actividad
de la ARN-polimerasa i1, la cual es més susceptible a la accidn viral, conti-
nuando con este valor durante las 24 y 48 horas después de la inoculacion.
La ARN-polimerasa | no fué tan afectada a las 15 horas de pi sino que se
inhibid solo en un 25% v al cabo de 24 horas alcanz6 una disminucion del
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50% igualando a la ARN-polimerasa Il y mantuvo estos valores hasta las
48 horas.
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Fig. 1.~ Actividad de las ARN-polimerasas | y I en nicleos celulares, a di-
ferentes horas de pi, calculada a partir de los pmoles de UMPincorporados
por mg de ADN presente en la incubacion/15 min, siguiendo las instruccio-
nes especificadas en material y métodos (100% ='151 pmoles para poli-
merasa | y 113 pmoles para polimerasa 1) . Los valores representan el pro-
medio de 3-4 experimentos.

DISCUSION

Los resultados obtenidos con ambas enzimas en ratones infectados
con el virus de la EEV permite estudiar una posible via de accién en las
stapas que sigue el virus en su multiplicacion.

Como la ARN-polimerasa I, es afectada en un 50% de su actividad

a las 15 horas de pi, mientras que ia ARN-polimerasa | lo es solo en un
25%, ésto habla en favor de mecanismos que comienzan a actuar aln a
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mas tempranas horas después de la infeccién y la razon que origina esta
diferencia en la actividad enzimatica no es desconocida en estos momen-
tos, pudiendo ser consecuencia del efecto directo o indirecto de un inhi-
bidor especifico del virus cuyo mecanismo desconocemos. Koisumi y
col (6) describen las propiedades de un inhibidor para {a ADN-polimerasa
en cultivos celulares infectados con el virus de la Encefalitis Equina del
Oeste v que actlia como una nucleotidasa {NTPasa). No sabemos si este
inhibidor es también sintetizado en los ratones, por lo que se hace nece-
sario tratar de dilucidar esta incbgnita. Es conveniente sefialar que estos
resultados enzimaticos contrastan con ios obtenidos en sintesis de protei-
nas y 4cidos nucleicos por Lust(11) en ratones infectados con el virusde
la EEV, en los cuales él consiguit en higado, variaciones en los valores de
la sintesis de proteinas al segundo y tercer dia, recuperando sus valores
normales al cuarto dia, mientras que en cerebro no se producia ninguna
modificacion.

Las alteraciones enziméticas reportadas por Bonilla y col (1, 2} v Le-
vine y col {10} en ratas infectadas por este virus tienen dos variantes que
es necesario aclarar: la primera seria que las determinaciones son realizadas
a los 7 dias de pi y segundo, que las enzimas estudiadas no estarian muy
relacionadas con el mecanismo inmediato empleado por el virus para su
replicacion. En el presente trabajo las enzimas nucleares estudiadas per-
miten obtener una visidn del comportamiento viral en una etapa mas
temprana de la infeccién y prepara el camino para conocer mejor la fun-
cion de elementos precursores virales en nicleos celulares.

ABSTRACT

Cellular RNA polymerases alterations in brain nuclei in EEV virus infected
mice. Teruel de Lipez E. (Instituto de Investigaciones Clinicas, Seccion
de Bioquimica, Apartado Postal 1151, Maracaibo, Venezuela) Invest Clin
25(1): 25-31, 1984.— Young adult mice (3-4 weeks) inoculated |P with
100 LDso of the Venezuelan Equine Encephalomyelitis (VEE) virus
showed an inhibition of DNA-dependent RNA polymerases, | and i1, The
enzymes activities display a different pattern of sensitivity in the early
hours of post-infection, when the determinations were performed with
pure nuclei in low ionic strenght. Fifteen hours after infection, RNA-
polymerase |l showed 80% inhibition while RNA-polymerase | was in-
hibited only 25%; at 24 hours inhibition was 50% in both enzymes re-
maining the same until the 48 hours. No evident symptoms of the disease
were seen in the animals during the period of enzyme determinations and
the death occur after 5 days of the infection.
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