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ReaumeD. En el presente estudio fué evaluado el efecto que produce la 
cepa atenuada TC-83 del virus de la Encefalitis Equina Venezolana (E.E.V.) 
sobre la transcripción nuclear en células cerebrales de ratas. La actividad 
transcripttva de las enzimas ARN poUmerasas dependientes de ADN (tipos 1 
y ll) fué determinada en los núcleos aislados de cerebros de ratas infectadas 
y controles por medición de la incorporación del (3H] lITP. Simultáneamente 
se estudió la curva de replicación viral en el cerebro y el suero de las mismas 
por el método de plaqueo en cultivo primario de fibroblastos de embrión de 
pollo. La actividad de la polimerasa I sólo disminuyó significativamente 
después de 25 horas de la infección (p<0.05) con respecto a los valores de 
los controles, mientras que la actividad de la polimerasa n se redujo 
progresiva y significativamente desde los estadíos iniciales de la infección a 
las 10. 15. 20 Y25 horas post-infección, en comparación con los controles. 
El virus no se detectó en el cerebro sino después de 25 horas de la 
infección,con titulos muy bajOS ( <0.7 LoglO U.F.P./mlJ, mientras que en 
sangre se demostró la presencia viral desde las 10 horas. Nuestros resulta­
dos demuestran un marcado efecto temprano (primeras 25 horas) de la cepa 
atenuada sobre la transcripción nuclear. aún antes que el virus fuera 
detectado en el cerebro de las ratas infectadas. Este hallazgo sugiere un 
mecanismo de acción que amerita la realización de estudios complementa­
rios que puedan aclarar la respuesta metabólica cerebral y la patogénesis 
de las infecciones por el virus de la Encefalitis Equina Venezolana. 
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Eft'ect oí the attenuated atraln (TCsa) 01 the Venezu.e1aD Equtne 
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Abstract. In the present study the effect of the attenuated strainTC-83 
of the Venezuelan Equine Encephalitls Virus on the nuclear transcription in 
brain cells of rats was assessed. The transcription actlVity of the DNA 
depending RNA polymerases ( types 1 and II 1in the lsolated nuc1ei of bratn 
of tnfected rats and controls was determinated by incorporation of the (3H] 
UTP. SimultaneuosIy a viral replication curve in the brain and the serum 
was carrted out by plaque forming method in chicken embryo cell cultures. 
RNA poIymerase I actMty was onIy stgniftcantIy reduced after 25 hours of 
infection. respect to control values. whlle poIymerase II actiVity was progres­
sive and signiftcantly diminished from inicial stages of the viral infection at 
10. 15, 20 Y25 hours post-tnfection compared to control values. The virus 
was not detected in the brain but after 25 hours post-tnfection with very low 
titers ( <0.7 10glO P.F.U.fm1.), whlle the viral presence in the blood was 
demonstrated after a 10 hour periodo Our results demonstrated a marked 
effect of the attenuated strain on the brain nuclear transcription. although 
the presence of the Virus was not detected in the brain of the infected rats. 
This finding suggest a mechanism of action which deserves further studies 
to elucidate the cerebral metabolic response and the pathogenesis of the 
Venezuelan Equine Encephal1tis tnfectlon. 

Redbk:l.o: 31-1-95. Aceptado: 18-10-95 

INTRODUCCION 

El Virus de la Encefalitis Equina 
Venezolana, muestra en la natura­
leza un espectro de cepas virulentas 
y aVirulentas formando un comple­
jo, entre las que se encuentran cua­
tro subtipos ( 1, 11. 111, -IV l, y cinco 
variantes antigénicas ( lA a lE) den­
tro del subtipo 1 (2, 33). La patogé­
nesis de dichas variantes ha sido 
ampliamente estudiada a nivel ex­
perimental con diversos animales. 
Los numerosos reportes. (l. 12. 13. 

15. 16. 17. 21, 26. 28. 29, 32. 34) 
que comparan. las curvas de creci­
miento e histopatologia de las cepas 
Virulenta (63Z21) y atenuada (TC­
83) del virus de la Encefalitis Equina 
Venezolana, demuestran que la cepa 
Virulentacausa enfermedad y muer­
te en lo~ animales dentro de los 3 a 
5 días después de la inoculación, y 
causa lesiones como hemorragia ce­
rebral y daño en las células de Pur­
kinJe;. mientras que la infección con 
la TC-83 provoca inflamación de las 
células gliales en la corteza cerebral. 
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El desarrollo de las lesioneshistopa­
tológicas se correlaciona con el gra­
do de virulencia de la cepa viral, 
medido por su letaltdad y periodo de 
Incubación (1. 29), al reportar me­
nos del 2()OA, de mortalidad con ]a 
cepa atenuada. aún cuando el titulo 
máximo de esta cepa es simiJar en el 
cerebro. nódulos linfáticos, bazo y 
médula ósea de los animales estu­
diados. sólo que los picos de lacurva 
de crecimiento de la cepa atenuada 
se producen casi un día después 
que la cepa virulenta (28). 

Otros estudios anatomopatoló­
gicos reportan cambios en las célu­
las de la corteza. cerebral, desmleli­
nización de los tractos o]fatorios la­
terales y necrosis de las neuronas 
del bulbo o]fatorio, durante la fase 
aguda de Infección con las cepas 
atenuadas TC-83 y Fe3-7c del virus 
de la Encefalitis Equina Venezolana 
en hamsters Infectados experimen­
talmente (7. 18). Asi mismo han sido 
ampliamente documentadas la tasa 
de crecimiento celular y la de adsor­
ción en cultivos celulares de las ce­
pas virulenta y atenuada del mismo 
virus, al encontrar grandes variacio­
nes dependientes de la célula hués­
ped más que de la especie, en vista 
de que en cultivo primario embriO­
nario de hamsters, la cepa virulenta 
crece más rápido que la atenuada, y 
alcanzan ambas cepas concentra­
ciones iguales en el periodo inicial 
(aprox:tmadamente a las 12 horas) 
del ciclo de reproducción viral, en 
contraste. en cultivo celular de 
riñón de hamsters bebé (BHK-21),la 
cepa atenuada muestra un rápido 
crecimiento y título de mayor con-
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centraclón que el mosb-a.do por la 
cepa virulenta (28l. 

Por otra parte, en cuanto a cam­
bios bioquímicos que se suceden por 
la multiplicación de la cepa virulen­
ta del virus de la Encefalitis Equina 
Venezolana en un huésped determi­
nado, está bien establecido que se 
producen cambios en la síntesis de 
ARN celular, proteínas y aminoáci­
dos. (5,14,25.26). Además se produ­
cen alteraciones enzimáticas en di­
ferentes vías metabólicas, como es 
el caso de las enzimas tiroslna hi­
droxtlasa (23) y colina acetil transfe­
rasa (4). cuyas actividades diSminu­
yen en las regiones cerebrales de 
ratas y ratones Infectados con la 
cepa Goajira del viruS de E.E. V .. De 
igual forma se ha reportado la sus­
ceptibilidad de las enzimas nuclea­
res ARN pol1merasas a ser alteradas 
desde la etapa Inicial de la enferme­
dad (30.31) y el aumento en la acti­
vidad de la fosfatasa ácida en el 
cerebro de ratones recién nacidos 
Infectados con el mismo virus (11). 

Hasta el presente, existen pocos 
reportes sobre alteraciones bioquí­
micas en animales Infectados con la 
cepa atenuada TC-83 y los mismos 
Indícan modificaciones en la tasa de 
recambio de las catecolamlnas, no 
así en los niveles de las mismas en 
el sistema nervioso central en rato­
nes Infectados experimentalmente 
(24). Las investigaciones han cen­
trado su atención en estudios histo­
lógicos y curvas de crecimiento de 
dicha cepa (10. 13, 17, 18) Y si se 
toma en cuenta que la misma es 
utillzada a nivel mundial para reali­
zar Inmunización contra la Encefa­

http:5,14,25.26
http:mosb-a.do
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litis Equina Venezolana en huma­
nos y équidos expuestos se hace 
prioritario la necesidad de realizar 
estudios que suministren datos al 
respecto. En base a esta escasa in­
formación el presente trabajo se 
propone determinar la actividad de 
las enzimas ARN polimerasas tipo 1 
y Il en los núcleos cerebrales de 
ratas infectadas con la cepa TC-83 
del virus de E.E.V .• al tiempo que se 
estudia la curva de replicación del 
virus tanto en cerebro como en sue­
ro. 

MATERIAL YMETODOS 

Virus: Se utilizó la cepa atenua­
da TC-83 • derivada OrIginalmente 
de 83 pasajes seriados de la cepa 
virulenta Trinidad-Donkey en culti­
vo de células de corazón de feto de 
cobayo (8); donada por el Laborato­
rio de Biología de Virus del Instituto 
Venezolano de Investigaciones Cien­
tíficas ( I.V.I.C. ) 

AnImales: Se emplearon 120 ra­
tas Sprague-Dawley adultas ma­
chos de 200-250 gramos de peso, 
alimentadas "00 Ubttum". Se inocu­
laron por vía intraperItoneal con 0.3 
m1. de una suspensión viral de 1000 
DLso de la cepa. diluida en solución 
borato salina pH 9,0 con albúmina 
bovina al 0.4% plv estéril (BABS 
0.4%)(22). Los animales de los gru­
pos controles recibieron un volu­
men igual de diluente empleado, y 
fueron sometidos a condiciones ex­
perimentales similares a los infecta­
dos. 

Titulacl6D. viral: La DLso se cal­
culó por el método de Reed-Muench 

(27), Yla curva de replicaCión vtral 
en suspensión cerebral y suero de 
los animales infectados se cuantifi­
có siguiendo la técnica de Bergold y 
cols. (3). en cultivo primario de fibro­
blastos de embrión de poDo. 

Se congelaron todas las mues­
tras a -70°C hasta su procesamien­
to. 

Medlcl6D. de la actlvldad e_­
mAtlca: A las 10. 15. 20. 25 horas 
de post-infección los animales con­
troles e infectados en grupos de tres 
fueron sacrificados. se extrajeron 
los hemisferios cerebrales para ho­
mogeneizarlos en una solución de 
sacarosa 2.2 M , fosfato de potasio 
1 mM pH 7.6 Y cloruro de magnesio 
1mM. Posteriormente el material se 
centrifugó a 90.000 xg en centrifuga 
Sorvall OOD-65. El precipitado de 
núcleos puros se suspendió en una 
solución tampón fria de 50 mM buff­
er TrIs-HCl 50 mM pH 8.0 con 20% 
vIv de glicerol, e inmediatamente 
utilizados para la determinación de 
la actividad de las ARN polimerasas 
según el método de Krawiec y cols. 
(20), realizando simultáneamente 
determinaciones en presencia de 
alfaamanitina (Sigma Chemlcal Co.) 
en una concentración de 2 ug/ml. 
con el fin de discriminar la actividad 
de la poltmerasa 1 (alfa amanitina 
resistente) de la polimerasa II ( alfa 
amanJtlna sensible). Todas las de­
terminaciones se realizaron por du­
plicado, con controles apropiados de 
tiempo cero en cada una de ellas. El 
ADN se realizó por el método de 
Burton (6). Los resultados se expre­
san en pmoles de UMP incorporados 
por mg de ADN. 

Investigación CUnica 37(1): 1996 
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ADAltel. Eeta6tlco: La signilt­
cación estadística de los resultados 
fué valorada mediante el análisis de 
varianza (ANOVA) utilizando límites 
de significación de distribución de F 
para p<O,05. 

RESULTADOS 

Tal como se describe en la 
Tabla 1, no se observaron dJferencias 
estadísticamente SignJficativas en la 
actividad transcrlptiva de la poUme­
rasa I en los grupos controles e in­
fectados a las lO, 15 Y 20 horas de 
post-infección, sin embargo los re­
sultados indican una disminución 
significativa (p <0,05) en la act1v1dad 
de la misma a las 25 horas con 
respecto a los controles, en los cua­
les no se demostraron alteraciones 
de las enzimas ensayadas, en los 
tiempos estudiados. 

En la Tabla n se presentan los 
resultados correspondientes a la ac­
tividad de la polimerasa nen la cual 
se observa disminución progresiva y 
significativa (p<O,Ol) de la act1v1dad 
enztmática, desde las 10 horas has­
ta las 25 horas post-infección. 

En la Ftg. 1 se observa con cla­
ridad un aumento en la inhibición 
de la act1v1dad enzimática en los 
tiempos seleccionados , que en el 
caso de la polimerasa 11 fué inhibida 
en el 59,9% de su actividad, con 
respecto a los controles. 

En la Ag. 2 se pueden apreciar 
los títulos ( log 10 U.F.P.f ml) de la 
cepa Te-S3 en el suero y cerebro de 
las ratas infectadas en los mismos 
periodos de post-infección utiliza­
dos en la determinación de la acttvi-

Vol. 37(1): 5 -15. 1996 

dad enzhn~Uca, es notoda.la. a.~a.rt-
ción del virus en sangre desde esta­
díos tempranos de la infección, au­
mentando progresivamente hasta 
alcanzar un valor máx:lmo de 2,3 en 
el primer día de la infección. La mul­
tiplicación del virus en el cerebro no 
fué detectable hasta las 25 horas. no 
observándose en los animales sig­
nos visibles de enfermedad durante 
el tiempo estudiado. 

DISCUSION 

Los resultados obtenidos en el 
presente estudio hacen evidente que 
bajo las condiciones experimentales 
descritas, el virus atenuado Te-S3 
de la Encefalitis Equina Venezolana 
produce un indiscutible efecto sobre 
la transcripción nuclear, dada la in­
hibición mostrada por las enzimas 
ARN polimerasas I y nen los tiempos 
estudiados, hallazgo que concuerda 
con los obtenidos por Teruel y col 
(30) con la cepa virulenta del mismo 
virus, sólo que el tiempo requerido 
para alterar la actividad enzimática 
fué mayor con la cepa atenuada. 
Este hecho se correlaciona además 
con 10 reportado por Mecham y col 
(26) al comparar, la tasa de síntesis 
de proteinas en cultivos celulares 
infectados por una cepa virulenta y 
la atenuada. en el cual se inhibió 
más tardíamente la síntesis proteica 
en las células infectadas con la cepa 
atenuada. 10 que sugiere que tanto 
"in vitro" como "in uivo", las células 
infectadas con Te-S3 producen vi­
rus por un tiempo más prolongado 
pero a una tasa menor. 

http:notoda.la
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TABLAI 
AC1lVIDAD DE LA ARN POUMERASA 1EN NUCLEOS DE 


CELULAS CEREBRALES DE RATAS 


Horas 
Postinfección Controles Infectados P 

10 95.76 ± 1.69*a 87.93 ± 1.39 NS" 

15 89.37 ± 1.73 84.05±2.76 NS 

20 92.66 ± 2.10 84,49 ± 1,82 NS 

25 92.83 ± 1,29 82,59 ± 1,29 ·<0,05 

* Cada valor representa el promedio ± el error estandar de 6 determtnactones. 

** No signt1lcatlvo. 

a pmol UMP/mgADN/15 m1n 


TABLAD 
AC1lVIDAD DE LA ARN POLIMERASA II EN NUCLEOS DE 

CELULAS CEREBRALES DE RATAS 

Horas 

Postinfección 


10 

15 

20 

25 

Controles 
101,76 ± 1,80*a 

100,82 ± 0.82 

99,18 ± 1.96 

104.93 ± 1,51 

Infectados P 
88,79 ±2,SO <0,05 

60.73 ± 1,40 <0,01 

57,02 ± 1,82 <0,01 

58,67 ± 1,54 <0.01 

* Cada valor representa el promedio .:1: el error estandar de 6 determtnactones. 
a pmol UMP/mgADN/15 m1n 

Se han fonnulado posibles me­
canismos de inhibición tanto para el 
proceso de transcripción como para 
la síntesis de proteínas en sistemas 
de rep1icación "in vi1ro" en los cuales 
se sugiere la presencia de un factor 
inhibtdor sintetizado probablemen­
te por el virus como tal, o como 
respuesta a una reacción inflamato­

ria (25, 26, 31). nuestros resultados. 
no obstante. no parecen evidenciar 
alguno de los mecanismos propues­
tos, y aún queda por detenninar la 
causa del descenso en la actlvidad 
transcriptiva y precisar si la vulne­
rabilidad de las enzUnas obedece a 
patrones de sensibilidad diferentes 
ante la infección por el virus o si la 
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Fig. 1. 	 Variaciones en porcentl\ie de inhibición en la actividad de las ARN polimerasas en 
núcleos celulares aislados del cerebro de ratas infectadas, con respecto a los controles. 
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Fig. 2. 	 Replicación viral en suero y cerebro de ratas infectadas en los distintos periodos de 

pots-infeccioo. Determinación del título viral en cultivo primario de fibroblastos de 
embrión de pollo. Los puntos indican el promedio de tres ratas para cada tiempo. 
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cinética de síntesis y especies de 
ARN viral involucra la utilización de 
polimerasas virus específicas o por 
el contrario. se utilizan polimerasas 
celulares en la replicación viral tal 
como se ha descrito para otros virus 
de ARN en homogenados nucleares 
(9). 

En cuanto a la viremia y replica­
ción v1ral en el cerebro de los anima­
les infectados. nuestros datos con­
cuerdan con los obtenidos por otros 
autores (15. 16. 21. 341 según la 
especie de animal utilizado. no así 
con lo reportado por Austin y co1. (1) 
para la cepa TC-83 cuya multiplica­
ción en el cerebro de hamsters fué 
alta. comparada con la obtenida en 
este estudio en ratas. explicándose 
que esta diferencia. probablemente. 
sea debida a la mayor sensibilidad 
del hamster a ser infectado con el 
virus de la Encefalltis Equina Vene­
zolana. 

Llama mucho la atención que 
aún cuando el virus no se mostró en 
el cerebro hasta las 25 horas. la 
actividad enztmática de la polimera­
sa II se inhibió desde las 10 horas 
de post-infección. 10 que sugiere que 
la cantidad de partículas virales en 
el cerebro. necesarias para alterar la 
actividad de la pol1merasa 11. no pa­
rece ser factor crítico dentro del me­
canismo de acción del virus. Se des­
taca además como un hecho muy 
slgntficativo el alto porcentaje de in­
hibición que no se esperaba fuera 
tan marcado al tratarse de una cepa 
atenuada que por su misma natura­
leza. su proceso de fijación a las 
células se supone menos eficiente 
que en las cepas virulentas y como 

consecuencia debería afectar el tro­
pismo tisular y reducir la virulencia 
de la misma (19). 

No sabemos si el esquema antes 
descrito. se mantiene por períodos 
mayores a los ensayados en este 
estudio. por lo cual recomendamos 
se prolonguen los tiempos de infec­
ción a fin de caracterizar exhausti­
vamente el patrón de sensibilidad de 
lasARN polimerasas. en la infección 
con el virus de la Encefalltls Equina 
Venezolana. como enzimas claves 
del metabol1smo nuclear. asl como 
la posible inclusión de otras enzi­
mas presentes en el sistema nervio­
so central. por que aún cuando los 
resultados obtenidos en este estudio 
hacen obvio que la cepa atenuada 
TC-83 del virus de la E. E. V. es 
capaz de alterar la transcripción nu­
clear. se necesitan otros estudios 
que eIÚaticen en la correlación de la 
virulencia con la producción y alte­
raciones de metabolitos específicos. 
así como también en la identifica­
ción de los ácidos nuclelcos. protei­
nas v1rales y celulares involucradas 
que pudieran proveer bases para 
definir con precisión la respuesta 
metaból1ca del huésped y la patogé­
nesls de las infecciones por el virus 
de la Encefalitis Equina Venezolana. 
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