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RESUMEN

El virus de la Encefalitis Equina Venezolana (VEEYV) pertenece a los Alphavirus. Es transmitido por mosqui-
tosy es una enfermedad emergente en equinos, humanos y animales silvestres. Desde comienzos del siglo
20 se han presentado brotes de la enfermedad asociados a sintomatologia neuroldgica tanto en equinos
como en humanos. Este virus se clasifica en 6 subtipos antigénicos cada uno con variedades. Los subtipos
antigénicos IAB y IC son los responsables de las principales epizo6tioas. El origen de las epidemias se ha
asociado primero al empleo de vacunas inactivadas inadecuadamente y segundo, por la evolucién de cepas
enzodticas cercanas a las epizo6ticas como el subtipo ID. Este ultimo, circula en el bosque himedo
tropical de la frontera Colombo-venezolana. Por lo anterior, las medidas de prevencion en esta zona se han
fundamentado en el control de vectores, control de la movilizacion en la fronteray la vacunacion.

Palabras clave: Alphavirus, equinos, epizoo6tico, enzootico, Mosquitos
SUMMARY

Venezuelan equine encephalitis (VEE) belongs to the Alphavirus of the new world. This virus is considered
an emerging disease in equines, humans and others wild animals, that is transmitted between vertebrate
hosts by infected mosquitoes. Sporadic outbreaks occurred from the begging of the 20" century caused
neurological syndrome in equines and humans. VEE complex alphavirus are classified into six distinct
antigenic subtypes each with varieties. The antigenic subtypes IAB and IC, have been responsible for all
epizootics. There are two main hypotheses for the origin of epizootic VEE viruses: First, use of inadequately
inactivated vaccines using epizootic VEE IAB virus and second, evolution from closely related enzootic VEE
strains like subtype ID strains. This enzootic subtype circulates in tropical lowland forest between Colombia
and Venezuela. Their circulating and outbreaks epidemics needs control measure, like vectors control,
mobilization between borders, and vaccination with safe and effective vaccines.

Key words: Alphavirus, equines, enzootic, epizootic, mosquitoes
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INTRODUCCION

El Virus de la Encefalitis Equina Venezolana (VEEV)
se caracteriza por desencadenar epizoodemias, las
cuales han ocurrido de forma intermitente o
esporadica desde 1930. Uno de los principales
brotes ocurri6 en la frontera colombo-venezolana en
1962 afectando un gran nimero de humanos y
equinos. Esta epidemia abarc6 mas de 4000
kilometros diseminandose en paises de centro y
norte América. Luego de un periodo de inactividad
comprendido entre 1973y 1992, surgieron brotes
esporadicos en Venezuela, Colombiay México. La
Ultima gran epidemia ocurrioé en 1995 asociado al
subtipo IC, con una estimacion de 75.000 casos
humanos provocando 0.4% de casos fatales y
50000 casos en equinos (Rivas et al 1995, Colina
et al 2003). Brotes recientes en América del Sury
en parte de Centro América confirman el papel
continuo del VEEV como un patégeno re-emergente
en humanosy en equinos.

CARACTERISTICAS VIRALES

Este virus pertenece al género Alphavirus de la fa-
milia Togaviridae, junto con los virus de la Encefalitis
Equina del Este EEE y Encefalitis Equina del Oeste
EEO. EL VEEV tiene forma icosaédrica con un
diametro entre 60 a 70nm y esta constituido por
una capside rodeado de una envoltura lipoproteica
(Paessler et al 2006).

El genoma del VEEV esta constituido por un RNA
de polaridad positiva no segmentado de 11.4 Kb.
El extremo 5' presenta una secuencia de
nucledtidos que imita la estructura CAP vy el
extremo 3" presenta cola poli A (Greene |, et al
2005). Figura 1.

Para la sintesis de proteinas, este virus al igual
que otros RNA, elabora un RNAm subgendmico
designado 268S, el cual es similar a la secuencia
del extremo 3". EI RNA subgendmico codifica para
una poliproteina, la cual es posteriormente clivada
por proteasas celulares y virales en las diferentes
proteinas estructurales (C de la capside, E1y E2)
(Brault A et al 2004; Russo et al 2006).

5' CAP—[ Proteinas no estructuralesj_[ Proteinas estructurales ]— POLIA 3

y

}

nsP2 nsP3

B CAP—[ nsP1

nsP4 H C | E2
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Figura 1.Representacion esquematica del genoma del VEEV

A diferencia de las proteinas estructurales, las
proteinas no estructurales son codificadas
directamente del RNAm en el extremo 5™ a partir de
una poliproteina denominada nsP1-4, la cual es
clivada dando origen a las proteinas implicadas en
proceso replicativo del virus como la nsP1, nsP2,
nsP3 y nsP4 (Dam E, 1999; Powers et al 2001).
Entre estas, las mas importante es la nsP2, la cual
tiene diversas funciones como ATPasa, GTPasa,
helicasa, trifosfatasa, proteasa, entre otras (Russo
et al 2006).
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Replicacion viral:

En el proceso de adhesion y penetracion del virus a
la célula, la proteina de la envoltura viral E2 es la
gue estd mayormente involucrada. Varias proteinas
de superficie celular se han identificado como
receptores para este virus, pero ninguna se
considera como diana Unica. Entre estas, se ha
evidenciado que la laminina de alta afinidad y la
lectina tipo C pueden funcionar como receptores
para la infeccion de células dendriticas (Anischecko
et al 2004). También se han sugerido otros posibles
receptores para la E2 como el heparan sulfato
presente en diferentes tipos celulares.
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Luego de adherirse y penetrar en la célula huésped,
el virus ingresa al citoplasma a través del proceso
de endocitosis mediado por pH acido y por efecto
de este, libera su genoma. EI RNA viral libre en el
citoplasma actiia como un RNAm iniciando la
traduccion de la poliproteina no estructural, la cual
luego es empleada en la sintesis de un RNA negativo
intermediario (Gardner et al 2008). El genoma viral
es replicado por la accion de las proteinas no
estructurales junto con la RNA polimerasa
dependiente del RNA (RdRp) (Petrokova O et al
2005). Estas proteinas participan en la sintesis de
antigenomas complementarios de sentido negativo.
Posteriormente, la polimerasa viral emplea esta
plantilla negativa para sintetizar una molécula de
RNA positivo con un tamafio de 4Kb que
corresponde al RNA subgendmico (Petrokova O et
al 2005). La liberacién de los viriones se da a través
de la membrana plasmatica de la que adquiere su
envoltura, entre 6 a 8 horas después de que el virus
a penetrado ala célula (Brien L. 2007)

VARIABILIDAD ANTIGENICA

Las diferencias antigénicas, principalmente las
encontradas a nivel de la gpE2, han permitido
clasificar al VEEV en 6 subtipos antigénicosy cada
de ellos presenta variantes (Wang et al 1999). Los
subtipos virales Il al VI, asi como las variantes D, E
y F del subtipo | no se han asociado con las grandes
epidemias o epizodtias equinas. Estas circulan
continuamente entre roedores y mosquitos y son
conocidas como cepas enzooticas (Anischecko M
et al 2004). A diferencia de las anteriores, las
variedades AB y C del subtipo | son consideradas
epizodticas y epidémicas debido a que han
provocado grandes brotes en equinos y en humanos
(Brault A, et al 2004). Asi mismo, aislamientos de
brotes recientes en México y Brasil, han permitido
identificar los subtipos enzodticos IE y IF como
causantes de enfermedad en equinos y humanos
(CameraA, et al 2003; Estrada et al 2004).

El origen de cepas epizoodémicas aun es un
misterio. Algunos brotes presentados al inicio del
siglo probablemente fueron originados por el empleo
de vacunas mal inactivadas. Asi mismo, la hipétesis

de modificaciones genéticas no se descarta, debido
a que los virus RNA como el EEV son propensos a
mutaciones y recombinaciones. Se ha establecido
gue gran parte de las mutaciones emergen durante
el cambio de huéspedes (Green I, 2005). Las
mutaciones son encontradas principalmente en la
gp de laenvoltura E2 Wang et al, 2005; Powers et
al, 2001). La habilidad de generar mutantes de los
virus ha permitido que estos puedan adaptarse
rapidamente a las respuestas del huésped, evadir
los mecanismos inmunes, alterar la union del virus
a la célula y modificar su virulencia generando
variantes patdgenas para el hombre y el equino.

Andlisis filogenéticos entre cepas han permitido
establecer un modelo de emergencia epidémica a
partir de cepas enzodticas. Estos analisis han
revelado una cercana relacion genética (aprox. 99%
de homologia entre nucleétidos) entre algunas
cepas, como las de los subtipos IC y ID, las cuales
circulan enla frontera colombo venezolana (Navarro
J et al 2005; Wang E et al 1999). Por otro lado,
para establecer el fenotipo viral y determinar si una
cepa es epizodtica existen criterios como: la
habilidad de producir una elevada mortalidad, vire-
mias graves en los equinos, grados variables de
virulencia en las diferentes especies, resistencia al
interferon alfa/beta por las cepas epizodticas, entre
otros (Anishchenko M et al 2004; Kinney et al 1998).

Caracteristicas del ciclo Epidemioldgico:

EL VEEV existe en dos formas epidemiolégicas:
virus enzodticos y epizodticos. Estos tienen ciclos
de amplificacion que involucran vertebrados
silvestres (roedores y aves principalmente) y mos-
quitos, quienes trasmiten la infeccion de animales
virémicos a susceptibles. Una vez que los mosqui-
tos adquieren el patégeno, dentro de ellos el virus
se replica en las células epiteliales del intestino
medio y posteriormente, se dirige a las glandulas
salivares donde permanece para ser transmitido
(Petrokova O 2005; Smith et al 2008). Algunas
especies de mosquitos son mas susceptibles a
cepas enzodticas que epizodticas. Estas diferencias
obedecen alas mutaciones que ocurren en el prin-
cipal determinante de lainfeccién: lagp E2, la cual
altera su afinidad por los receptores de las células
epiteliales (Smith et al 2008).
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Tipos de ciclo:

Ciclo selvatico o enzootico: Las variantes
enzodticas del virus se mantienen en el ambiente a
niveles bajos, conservando una actividad continua
y permaneciendo por periodos de tiempo indefinidos
en las selvas hiUmedas tropicales y subtropicales.
Son generalmente incapaces de alcanzar altos
niveles de replicacion viral y causar brotes, a
excepcion de la variante IE, la que ha ocasionado
brotes en equinos. La transmision se realiza a través
del paso desde los roedores a un nimero variado
de mosquitos principalmente del genero Culex
(Melanoconion) spp. Cuando ingresan al ecosistema
enzodtico, el hombre y los équidos incidentalmente
se introducen en este ciclo. Estas variantes son
patégenas para el humano ocasionando leve
mortalidad. La variante enzoética ID, es la que mas
circula en Colombia a nivel de las cuencas de los
rios Magdalena y Catatumbo, la costa Atlantica,

parte del pacifico, los llanos orientales y el
Magdalena medio (Mesa et al 2005). Figura 2.

Ciclo epizodtico/epidémico: Las epizoodémias
son causadas por las variantes ABy C del subtipo
|. Estas se presentan de forma repentina, inesperada
y violenta; se pueden diseminar durante afios en
amplias areas geograficas afectando un gran
namero de équidos. Este ciclo ocurre al final de la
época de lluvias, principalmente en las regiones
tropicales y subtropicales.. En este tipo de
presentacion, los équidos son los huéspedes
primarios y amplificadores del patégeno. Durante
las epizodtias, varias especies de mosquitos han
sido implicadas como vectores, una de las
principales es el Aedes taeniorhynchus (Brault et
al 2002; Smith et al 2008). Esta forma de ciclo se
ha presentado en Colombia en departamentos de
la Costa Atlantica, en el Valle del Magdalenay los
Llanos Orientales (Mesa et al 2005). Figura 2.

Ciclo enzootico

Figura 2. Representacién esquematica del ciclo epidemiolégico del VEEV.
Adaptado de Weaver et al. 2004.

PATOGENESIS

La infeccién de EEV en equinos varia segun la
severidad de la misma, la cual puede resultar en
infeccion inaparente o subclinica seguido por
seroconversion; enfermedad sistémica caracterizada
por taquicardia, fiebre, depresién y anorexia; y
enfermedad encefalitica que en ocasiones es fatal.
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Después de la picadura del mosquito, el periodo de
incubacion viral es de 12 a 48 horas y se puede
prolongar por semanas dependiendo de la cepa. Las
células blanco son las células de Langerhans y las
células dendriticas, las cuales llegan a los nédulos
linfaticos (Gardner et al 2008). Una vez ocurre la
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infeccion, el virus presenta una replicacion bifasica,
iniciandose en los tejidos linfoides a las 4 horas p.i.
y siguiendo en el sistema nervioso central SNC
entre las 48 a 72 horas p.i. (Paessler 2006; Charles
1995). La infeccion de las células neuronales y
gliales del SNC provoca una meningoencefalitis
entre 7 a 10 dias p.i. (Fine etal: 2008; Green et al
2005). Adiferencia de la infeccién por aerosol, donde
el virus infecta directamente las regiones olfatorias,
en este caso por via sanguinea, este puede
eventualmente infectar los bulbos olfatorios, (Reed
et al 2005). Se ha determinado que los anticuerpos
generados por una infeccion persisten por mesesy
probablemente por afios (Greene et al 2005).

DIAGNOSTICO

Existen varios métodos para el diagnéstico de la
enfermedad, pero lo mas importante es recopilar
los datos y observaciones a nivel de campo y
correlacionarlo con los resultados de laboratorio.
Uno de los métodos mas importantes es la
deteccidn del antigeno mediante el aislamiento vi-
ral a partir de suero o fluido espinal tanto de humanos
y animales. Este virus desarrolla efecto citopatico
EC entre 24 a 48 horas posinfeccion en lineas
celulares de mamiferos y aves, a diferencia de lineas
celulares de mosquitos las cuales permanecen
persistentes o infectadas cronicamente durante
muchos pasajes sin evidenciar ningun tipo de EC
(Petrokova et al 2005). La deteccion de Acs
especificos se realiza mediante pruebas serolégicas
como la neutralizacion viral (SN) y el ELISA de
captura. La SN presenta alta especificidad para
detectar anticuerpos de arbovirus y es considerada
el método de diagnéstico de referencia. El ELISA
de captura emplea anticuerpos monoclonales
(MADbs) para inmovilizar un anticuerpo en particular
como la IgM (Camara A et al 2003; Wang et al 2005).
Asi mismo, el diagnéstico de las encefalitis virales
mediante la deteccion del genoma a través de la
PCR empleando muestras de liquido cerebroespinal
ha generado buenos resultados (Kenedy 2004).

En el caso de las epizootias, la mortalidad en
equinos puede llegar al 83%, mientras que para el
caso de los humanos es baja (<1%) (Green et al
2005). En estos ultimos, la infeccién es similar a
un resfriado, y la presentacién neurolégica se
desarrolla en aproximadamente 4-14% de las
infecciones. Estaforma se reporta principalmente
en niflos y adultos mayores (Paredes et al 2003).
La sintomatologia neuroldgica consiste en ataxia,
depresion y convulsiones (14% de los casos) (Wang
etal 1999). Adicionalmente, se debe tener presente
que las cepas de EEV son altamente infecciosas
por aerosoles, convirtiéndolas en potenciales armas
bioldgicas. Por lo anterior, es clasificada por el centro
de control de enfermedades en la categoria de
riesgo B.

Para determinar el potencial de una cepa circulante
para causar epidemia, es importante la identificacion
del subtipo viral y de la variedad de anticuerpos
generados en los huéspedes. El método disponible
para diferenciar entre anticuerpos enzoéticos o
epizodticos es la técnica de neutralizacién de
reduccion en placa (Prats). Sin embargo, debido a
la similitud de los dominios neutralizantes entre las
variedades ID/IE e IAB/IC el grado de neutralizacion
cruzada es muy alta lo que dificulta el diagnéstico
final. Para sobrellevar estos problemas, se ha
desarrollado una ELISA de bloqueo de epitopes, el
cual distingue entre infecciones con variedades
enzodticas ID/E/F y variedades epizodticas IAB/IC.
(Wang et al 2005).

Uno de los métodos mas empleados para la
caracterizacion de los diferentes aislamientos de
EEV es el polimorfismo conformacional de una sola
banda (SSCP). Este método consiste en medir la
migracion del DNA de banda sencilla de varios
aislamientos y comparar los patrones de bandeo
del DNA (Moncayo et al 2001; Hayiski 1991).
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PREVENCION Y CONTROL

Las medidas de control van dirigidas a limitar o
disminuir la presentacién de epidemias. Se
fundamentan en laimplementacion de bioseguridad;
asi como, en mejorar la inmunidad mediante el
empleo de vacunas. Entre las medidas de
bioseguridad se recomienda: control de la
movilizacion de equinos y poblaciones humanas de
sitios endémicos, control de las densidades de
mosquitos mediante educacién a la poblacion,
destruccion de reservorios de mosquitos mediante
el empleo de quimicos.

Para mejorar lainmunidad se han empleado vacunas
atenuadas en pasajes celulares, como la TC83. Los
resultados indican que de mas 8000 individuos que
recibieron este inmundgeno, entre el 20 al 40 %
desarrollaron efectos adversos (Pittman et al 1996;
Phillpotts et al 2002). Posteriormente, una version
inactivada con formalina de lavacuna TC83, la C-84
se implementé. Con esta, para generar y mantener
una respuesta inmune efectiva y duradera, se
requieren varias inmunizaciones (Paeesler S et al
2006). Si bien estas vacunas han sido empleadas
ampliamente para inmunizar caballos y para
proteger personal de laboratorio (Brien L 2007), su

DISCUSION

La clasificacion del EEV se ha basado en sus
caracteristicas antigénicas, su comportamiento
bioldgico, su distribucidn geogréfica, entre otras.
De esta manera existen 6 subtipos cada uno con
sus variantes. A pesar de que el origen de las cepas
epizodticas aun sea un misterio, la hipétesis del
surgimiento a partir de mutaciones de cepas
enzooticos se asemeja mas a la realidad. Si bien,
la hip6tesis de vacunas mal inactivadas puede
explicar las epizod6tias causadas por subtipo IAB,
no explica el origen de epizootias causadas por
subtipo IC, el cual no se ha empleado para el
desarrollo de vacunas. De esta manera, es
importante establecer el nUmero minimo de
mutaciones necesarias para generar el fenotipo
epizodtico responsable de las grandes epidemias

64

seguridad y eficacia aun es materia de estudio
(Paeesler S et al 2006). En la actualidad, se ha
desarrollado una vacuna viva atenuada mediante la
induccidn de mutaciones sitio dirigidas en la region
que codifica paragp E2 y E1. Esta vacuna conocida
como la V3526, evidenci6 seguridad y eficacia en
hamters, ratones y primates. Aun falta probar su
eficacia en equinos y humanos (Rao V etal 2204,
HArt M et al 2000; Turrel et al 2008).

La falta de vacunas disponibles para humanos ha
llevado a la busqueda de nuevas metodologias como
las vacunas recombinantes. Estas vacunas emplean
un vector que permite la eficiente expresion y
presentacion de antigenos para generar una potente
inmunidad humoral y celular. De esta manera, se
estan desarrollando virus quiméricos, empleando
como vector un alphavirus humano no patégeno, el
virus Sindbis. Este vector expresa todas las proteinas
estructurales de la cepa TC83. (Paeesler etal 2003).
Igualmente, el empleo del RNA de interferencia
(siRNA) para inhibir la expresion de genes como
terapia antiviral también se ha comenzado a estudiar,
debido a sus éxitos contra virus como influenza, ebola
y parainfluenza (Brien 2007).

y predecir la frecuencia en la cual pueden ocurrir
futuros brotes.

La vigilancia epidemioldgica constante para el VEEV
en paises de América latina con regiones tropicales
y subtropicales es esencial para disminuir su
impacto negativo tanto econémico como social.
Este impacto esta relacionado con los elevados
costos en tratamientos a personas y animales, en
la implementacién de las campafias educativas, en
el control de vectores, entre otros. Esto sin
mencionar los costos ocasionados por la
disminucién en la produccion de los animales
enfermos. Por todo lo anterior, estos paises deben
contar con una infraestructura adecuada para la
realizacion de actividades en prevencion, vigilancia
y diagnéstico oportuno.
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Debido a los problemas con las vacunas existentes
como la limitada proteccién contra las diferentes
cepas, el porcentaje alto de individuos sin respuesta
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