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Introduccion. El virus del Zika (ZIKV) es un flavivirus con envoltura, transmitido a los seres
humanos principalmente por el vector Aedes aegypti. La infeccion por ZIKV se ha asociado con un
gran neurotropismo y con efectos neuropaticos, como el sindrome de Guillain-Barré en el adulto y la
microcefalia fetal y posnatal, asi como con un sindrome de infeccién congénita similar al producido por
el virus de la rubéola (RV).

Objetivo. Comparar las estructuras moleculares de la proteina de envoltura E del virus del Zika (E-ZIKV)
y de la E1 del virus de la rubéola (E1-RV), y plantear posibles implicaciones en el neurotropismo y en
las alteraciones del sistema nervioso asociadas con el ZIKV.

Materiales y métodos. La secuencia de aminoacidos de la proteina E-ZIKV (PDB: 5iZ7) se aline6 con la
de la glucopreteina E1 del virus de la rubéola (PDB: 4ADG). Los elementos de la estructura secundaria
se determinaron usando los programas Vector NTI Advance®, DSSP y POSA, asi como herramientas
de gestion de datos (AlignX®). Uno de los criterios principales de comparacion y alineacion fue la
asignacion de residuos estructuralmente equivalentes, con mas de 70 % de identidad.

Resultados. La organizacion estructural de la proteina E-ZIKV (PDB: 5iZ7) fue similar a la de E1-RV
(PDB: 4ADG) (70 a 80 % de identidad), y se observé una correspondencia con la estructura definida
para las glucoproteinas de fusion de membrana de clase Il de los virus con envoltura. E-ZIKV y E1-
RV exhibieron elementos estructurales de fusién muy conservados en la region distal del dominio I,
asociados con la union a los receptores celulares de entrada del virus de la rubéola (glucoproteina de
mielina del oligodendrocito, Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein, MOG), y con los receptores celulares
Axl del ZIKV y de otros flavivirus.

Conclusidn. La comparacion de las proteinas E-ZIKV y E1-RV es un paso necesario hacia la definicion
de otros factores moleculares determinantes del neurotropismo y la patogenia del ZIKV, el cual puede
contribuir a generar estrategias de diagnéstico, prevencion y tratamiento de las complicaciones
neuroldgicas inducidas por el ZIKV.
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la mielina del oligodendrocito.
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E-ZIKV and E1-RV proteins molecular structure and their potential implications in neurotropism
and nervous system disorders

Introduction: Zika virus (ZIKV) is an enveloped flavivirus transmitted to humans mainly by Aedes
aegypti. ZIKV infection has been associated with high neurotropism and neuropathic effects such as
the Guillain-Barré syndrome in adults, and fetal and postnatal microcephaly and the congenital Zika
virus syndrome similar to that produced by rubella virus (VR).

Objective: To compare Zika virus membrane protein E (E-ZIKV) and rubella virus membrane protein
E1l (E1-RV), and to propose possible implications for neurotropism and nervous system disorders
associated with ZIKV infections.
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Materials and methods: The amino acid sequence of E-ZIKV protein (PDB: 5iZ7) was aligned to that
of rubella virus glycoprotein E1 (PDB: 4ADG). The secondary structure elements were determined
using the programs Vector NTI Advance®, DSSP, and POSA, and integrated data management
tools (AlignX®). One of the main comparison and alignment criteria was the allocation of structurally
equivalent residues with more than 70% identity.

Results: E-ZIKV structural organization (PDB: 5iZ7) was similar to that of E1-RV (PDB: 4ADG) (70%-
80% identity), and it was consistent with relevant structural features of viral membrane class Il fusion
glycoproteins. E-ZIKV and E1-RV exhibited highly conserved fusion structural elements at the distal
region of domain Il, which has been associated with the RV myelin oligodendrocyte glycoprotein and
Axl cell receptors in ZIKV and other flaviviruses.

Conclusion: The comparison of E-ZIKV and E1-RV proteins constitutes an essential step towards
the definition of ZIKV neurotropism and pathogenesis molecular determinants, and for the adoption
of diagnosis, prevention and treatment strategies against neurological complications induced by
ZIKV infection.

Key words: Zika virus; rubella virus; molecular structure; microcephaly; oligodendrocyte-myelin
glycoprotein.
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Una de las principales amenazas a la salud publica
gue emergieron en el 2016 en las Américas fue el
brote de la infeccién por el virus del Zika (ZIKV),
flavivirus de la familia Flaviviridae, transmitido a los
seres humanos principalmente por el vector Aedes

aegypti (1).

El reconocimiento de la asociacion del ZIKV con
una infeccién congénita grave, caracterizada por
muertes fetales, microcefalia fetal y neonatal, calcifi-
caciones, atrofia, dilatacion ventricular, hipoplasia
de estructuras cerebrales, lesiones retinianas y
anomalias musculo-esqueléticas, asi como con
el sindrome de Guillain-Barré en el adulto (2-4),
refuerza los indicios clinicos del neurotropismo
del ZIKV y la relacion directa de la infeccién con
anomalias del sistema nervioso central en fetos y
neonatos, y con el sindrome de Guillain-Barré en
adultos (2-5).

La infeccion por el ZIKV en el sistema nervioso
central del feto en desarrollo (2) sugiere un efecto
neuropatico directo asociado con la induccion
de la muerte neuronal de células indiferenciadas
progenitoras con capacidad de autorrenovacién
(5-8). Asimismo, la comprobacion seroldgica de la
infeccion por el ZIKV en pacientes con el sindrome
de Guillain-Barré y los estudios de conduccién
nerviosa sugieren la presencia de una neuropatia
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axonal aguda (4,8,9). Aunque la deteccion del
virus 0 su confirmacién virolégica se logra en
menos del 50 % de los pacientes afectados por
el sindrome (10), el hallazgo de anticuerpos IgG
anti-glucolipidos, especialmente los dirigidos a
gangliosidos, asi como los datos epidemiolégicos,
clinicos y experimentales, también sugieren un
neurotropismo y una neurotoxicidad viral directa
del ZIKV en el sistema nervioso periférico (4,6,10);
sin embargo, aln se desconocen los mecanismos
celulares y moleculares del neurotropismo y la pato-
genia del virus, y de las alteraciones del sistema
nervioso, incluidos la microcefalia y el sindrome de
Guillain-Barré.

Al igual que otros flavivirus, como el virus del
dengue (DENGV-1-4), el virus de la fiebre amarilla
(YFV), el virus del Nilo occidental (WNV) y el virus
de la encefalitis japonesa (JEV), entre otros (1,11),
el ZIKV es un virus con envoltura cuyo genoma es
un ARN de cadena sencilla de orientacion positiva,
con un tamafio de aproximadamente 11.000 (11
kb) nucleétidos (11). La transcripcion genera un
polipéptido que se procesa en tres proteinas
estructurales (de la capside: C; de membrana: M,
y de membrana envolvente: E) y siete proteinas
no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B, NS5) (12). En general, los virus con envoltura
se uneny entran a sus células huéspedes mediante
la fusién con la membrana celular (13), utilizando
un mecanismo de endocitosis y transporte por endo-
somas que depende en parte de la exposicién a
un pH bajo (13,14) y se efectlia a través de las
proteinas virales de fusién de membranas, las
cuales son las principales implicadas en la unién al
receptor, en la fusién y en la entrada a las células
del huésped (13,14).
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La estructura del ZIKV se describio recientemente
con base en imagenes de criomicroscopia elec-
tronica (12,15), con las cuales fue posible detectar
y caracterizar la estructura de la proteina de
envoltura E del virus (ZIKV-E) unida a un anticuerpo
especifico (16).

Entre las caracteristicas observadas en la estructura
de la superficie de la particula viral se cuentan 180
copias de la proteina E (proteina de envoltura),
asociadas a la proteina M (proteina de membrana)
(14,15). La proteina M es una proteina pequefia
gue se oculta bajo la capa de la proteina E. Las
proteinas E y M se organizan en una simetria de
icosaedro que consta de 60 unidades repetidas,
cada una de las cuales contiene tres proteinas
E individuales (15). Las proteinas E se disponen
como dimeros, con tres dimeros paralelos entre
si, los cuales forman una especie de balsa. Hay
30 de tales balsas que cubren la superficie viral.
La mayor parte de la proteina E, que protruye de
la bicapa lipidica, se conoce como el ectodominio
E (15), que contiene tres dominios, DI, DIl y DIII,
conservados en otros flavivirus; las comparaciones
estructurales de la proteina de la envoltura E-ZIKV
revelan que algunas de sus regiones se asemejan
mucho a las de los virus neurovirulentos como el
WNV y el JEV, en tanto que otras son similares
a las del virus del dengue (DENGV 1-4) (14). De
todas maneras, aunque se sabe que la proteina E
contribuye al neurotropismo del ZIKV, los efectos
en la fisiopatologia adn no se han dilucidado.

Por otro lado, el virus de la rubéola (RV), de la
familia Togaviridae, es un virus envuelto con ARN
de cadena positiva que, al igual que el virus del
Zika, también atraviesa la barrera placentaria
cuando infecta a una mujer embarazada (17,18).
El principal problema de salud publica que plantea
la rubéola también es su teratogenicidad, causante
de muerte fetal y microcefalia, dafios que son mas
graves cuando la infeccion materna se produce
tempranamente en la gestacion (18). El virus de
la rubéola contiene tres polipéptidos estructurales
principales, E1, E2 y C, y su superficie contiene
las glucoproteinas E1 (E1-RV) y E2, segln se ha
podido determinar mediante métodos bioquimicos
y de criomicroscopia electronica (19,20). La pro-
teina E1-RV esta implicada en el reconocimiento
de la glucoproteina de mielina del oligodendrocito
(MOG), receptor celular del virus de la rubéola que
induce anticuerpos neutralizantes (21).

Dadas las caracteristicas neurotropicas de los virus
del Zika y la rubéola, ademas de algunos aspectos

Proteinas E-ZIKV y E1-RV y neurotropismo

de la biologia molecular de su entrada a las células
neuronales, asi como por las consecuencias y las
complicaciones de la infeccién congénita por el ZIKV
y el RV, en el presente estudio se plante6 como
hipotesis la existencia de una similitud en la estruc-
tura molecular de las proteinas E-ZIKV y E1-RV.

El objetivo del estudio, entonces, fue comparar las
estructuras moleculares de estas dos proteinas,
asi como describir algunas de las caracteristicas
comunes que pudieran constituir una explicacién
parcial del neurotropismo del ZIKV y de las altera-
ciones del sistema nervioso central y periférico que
produce, como el sindrome congénito por el virus
del Zika y el sindrome de Guillain-Barré, y discutir
sus posibles implicaciones.

Materiales y métodos

El analisis de la secuencia de aminoacidos de
las proteinas E-ZIKV (PDB: 5iZ7) y E1-RV (PDB:
4ADG), asi como la identificacion de los grupos de
aminodacidos con estructura secundaria semejante,
incluyo la composicion de aminoé&cidos, la polaridad,
la hidrofobicidad, la hidrofilicidad, los parametros
de conformacion de las hojas beta, las hélices alfa,
los bucles, las cisteinas y los puentes disulfuro (22).
La alineacion de las secuencias de las proteinas,
la estadistica y la edicion de la alineacién se
obtuvieron usando las herramientas de analisis
ofrecidas por el programa Vector NTI Advance® y
el modulo de aplicacion AlignX®, empleado como
herramienta de gestion de datos integrados para la
visualizacién de las secuencias alineadas obtenidas
con el programa Clustal-W (23,24).

Para la asignacion y definicién de los elementos de
la estructura secundaria, se utilizaron los programas
Definition of Secondary Structure of Proteins (DSSP)
(25) y Homology Derived Secondary Structure of
Proteins (HSSP) (26) a partir de las secuencias de
la proteina E1 del virus de la rubéola (PDB: 4ADG) y
E del virus del Zika (PDB: 5iZ7). La superposicién de
las estructuras en tres dimensiones de las proteinas
E-ZIKV (PDB: 5iZ7) y E1-RV (PDB: 4ADG) se hizo
con el programa Partial Order Structure Alignment
(POSA, http://posa.godziklab.org), alineando los
primeros 200 residuos de cada proteina (25). El
principal criterio para la determinacion de algunas
caracteristicas y elementos comunes de las estruc-
turas primaria y secundaria de la conformacion
tridimensional asignada, asi como de la alineacion
de las estructuras, consistié en que los dominios y
las regiones mostraran mas de 70 % de identidad
entre si (26).
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Resultados

Mediante el andlisis de las secuencias de amino-
acidos de las proteinas E y E1 de los virus del Zika
y de larubéola (E-ZIKV y E1-RV, respectivamente),
se evidencié que el porcentaje de similitud en las
secuencias de los 547 aminoéacidos de la proteina
E-ZIKV y los 481 aminoacidos de la proteina E1-
REV alineados por identidad (n=69) y carga (n=46),
fue de 45 % (figura 1). El punto isoeléctrico de la
proteina E fue de 6,65y, el de la E1, de 6,50.

Aunque la conservacion de la composicion y la
secuencia de los aminoacidos (estructura primaria)
fue relativamente moderada en las dos proteinas,
la comparacion y la alineacion de los elementos
estructurales (estructura secundaria) de la proteina
E-ZIKV mostraron una mayor homologia (entre 70
y 80 %, 1.028 residuos y 40 elementos estructurales
identificados), que la ya conocida en la proteina E1-
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RV (25). La proteina E-ZIKV presenté tres dominios
estructurales (DI, DIl y DIII) localizados en la parte
externa de la membrana, los cuales contenian,
esencialmente, 25 hojas beta que también se
encontraron en la E1-RV (figuras 2 Ay B, y 3). Otra
caracteristica estructural similar a las de la E1-
RV fue la presencia de tres dominios: un dominio
central, o dominio I, con un ndcleo plegado como un
barril de ocho hojas beta de orientacién antiparalela,
con topologia ascendente y descendente, desde B
hasta |, (en rojo en las figuras 2 'y 3). En el dominio
Il (en amarillo en las figuras), se observaron dos
digresiones o prolongaciones largas que conecta-
ban las cadenas adyacentes al nucleo central o
dominio I: una entre las hojas beta D,y E,, y la otra,
entre las hojas beta H; e |, (figuras 2B y 3). En la
primera digresion se localizé un bucle de fusién en
la conexion de las hojas beta D_E_ de la proteina
E-ZIKV, equivalente al de la E1-RV (figura 2B).
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Figura 1. Estructura primaria y alineacién de las secuencias de aminoacidos de la proteina E-ZIKV (entrada PDB 51Z7) y de la
proteina E1-RV (entrada PDB 4ADG) alineadas por identidad (color verde oscuro) y carga (color verde claro) de aminoacidos
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Figura 2. Localizacion de dominios, cisteinas y puentes disulfuro en la proteina E-ZIK. A. Las flechas de colores muestran la
localizacion de los dominios estructurales I, Il y Il de E-ZIKV y E1-RV, los cuales contienen esencialmente varias hojas beta
antiparalelas. El dominio central, o dominio I, tiene ocho hojas beta; el dominio Il contiene diez y, el dominio Ill, siete. También se
sefialan las regiones amino-terminal, central y carboxi-terminal y las regiones transmembrana de las proteinas E-ZIKV y E1-RV.
B. Ubicacion de las cisteinas y representacion esquematica de los puentes disulfuro identificados en las proteinas E-ZIKV y E1-
RV. Los residuos de cisteina se sefialan por su posicion (nGmero en amarillo, parte superior de las cisteinas-C-) y los puentes
disulfuro aparecen enumerados consecutivamente (nimeros romanos de color amarillo en la parte inferior de las cisteinas-C-). Los
potenciales puentes disulfuro de la E-ZIKV (entrada 5iZ7 de PDB) se alinearon por similitud estructural con los puentes disulfuro
de la E1-RV (entrada 4ADG de PDB). En color verde se muestran, debajo de la punta del dominio Il, las cisteinas 92 y 82 en las
hojas beta C de las proteinas E-ZIKV y E1-RV, respectivamente, las cuales hacen parte del dominio hidrofébico interno implicado
directamente en eventos de fusion.

La estructura del dominio Il de la E-ZIKV conservé  aminoacidos aparecen en amarillo). En este dominio,
las diez hojas beta (sefialadas en la figura 3 con se diferenciaron dos regiones: una region proximal
letras minUsculas de la a a la i, en tanto que los del dominio I, cuyo eje central estuvo configurado
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por las hojas beta “gfeah”, y una regién distal de
dicho dominio con el bucle de fusion (FL) en la
posiciébn mas alejada del dominio (figura 2). La
region distal del dominio Il contenia una estructura
tridimensional de hojas beta “bdc”, conservada en
las dos proteinas E-ZIKV y E1-RV (figuras 3y 4).
Sin embargo, en la proteina E1-RV se observé
contra la horquilla beta-ij un bucle “cd” que hacia
parte del lazo de fusion (FL1) (figuras 3 y 4). El
dominio 1l de E-ZIKV present6 las siete hojas beta,
de laAala G (figura 3, aminoacidos marcados en
color azul), conservadas en E1-RV y se conectd
al dominio | a través de una region enlazadora
(linker) corriente abajo de la cadena |, (figura 3,
aminoacidos marcados en color azul claro). La
estructura del segmento entre los residuos 295
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y 304 de ZIK-E1 (correspondientes al enlazador
entre los dominios | y 1ll), y del segmento entre los
residuos 329 y 337 de RV-EL1, fue similar (figura 3).
Estos hallazgos sugieren que la predicciéon de la
estructura molecular de la proteina E-ZIKV conservé
las hojas beta estandar de las proteinas de fusién
de clase I, de manera similar a como sucede en
la estructura conocida de la glucoproteina E1 del
virus de la rubéola.

Otros elementos comparados en la organizacion
estructural de las dos proteinas fueron los enlaces
disulfuro (figura 2B). La proteina E-ZIKV presento
13 cisteinas que podian formar seis posibles
puentes disulfuro entre las cisteinas C(3) y C(30),
C(60) y C(121), C(74) y C(105), C(92) y C(116),
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Figure 3. Comparacion y alineacion de los principales elementos de la estructura secundaria de la proteina E-ZIKV con los de la
proteina E1-RV. El color de la caja indica los dominios correspondientes alineados por similitud estructural: en color rojo, el dominio
I, en amarillo, el dominio Il, y en azul oscuro, el dominio lll. Las letras en color gris indican los aminoacidos que son especificos
para las proteinas E-ZIKV y E1-RV. Los grupos de aminodacidos estructuralmente similares estan en el color correspondiente
(rojo, amarillo y azul). Los elementos de la estructura secundaria se determinaron como se describe en la seccién de materiales y
métodos, y la alineacion estructural entre las dos proteinas se obtuvo mediante una comparaciéon pareada de manera manual.
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A.

Proteina E Proteina E1
del virus del Zika (E-ZIKV) del virus de la rubéola (E1-RV)
FL2 FL1 FL2

Figura 4. Estructura en 3D de la region distal del dominio Il de
las proteinas E-ZIKV y E1-RV. A. y B. Hojas beta, cy d, de la
region distal de la proteina E-ZIKV (color rojo) y de la proteina
E1-RV (color verde), respectivamente. En color blanco, se
resalta la cisteina 92 en E-ZIKV y, en amarillo, la cisteina 82 de
E1-RV. Se sefialan los puentes disulfuro identificados utilizando
el algoritmo RasMol del programa POSA. En blanco, se sefialan
los puentes disulfuro entre la Cys 92 y la Cys 117 de la proteina
E-ZIKV, y en amarillo, entre la Cys 82 y la Cys 117, los de la
proteina E1 —RV, los cuales se organizan y acercan las hojas
beta, ¢ y d, en el dominio Il. C.y D. Acercamiento a la region
de los bucles de fusiéon FL1 y FL2, localizados en la punta del
dominio Il de las proteinas E-ZIKV y E1-RV. En color rojo, se
identifica el bucle FL2 de E-ZIKV (C.) y, en color verde, los
bucles FL1 y FL2 de E1-RV. En color blanco, aparece el bucle
FL2 en la proteina E1-ZIKV, homoélogo putativo del bucle FL2 de
E1-RV, el cual se defini6 desde el residuo Val 97 hasta el residuo
Lys 110. En D. se detalla el sitio ocupado por el ién de calcio y
los aminoé&cidos que participan en el sitio de union (32). Con un
punto central en blanco, se representa el calcio entre los bucles
FL1y FL2, localizado entre los residuos Asn 88 y Asp 136 (en
color amarillo) de los bucles FL1 y FL2, respectivamente.

C(190) y C(291), C(308) y C(33) (figura 2B). Por
su parte, en la proteina E1-RV se observaron 24
cisteinas que formaron diez puentes disulfuro entre
las cisteinas C(8) y C(13), C(37) y C(242), C(49)
y C(287), C(51) y C(130), C(59) y C(71), C(82) y
C(117), C(176) y C(185), C(225) y C(235), C(349)
y C(352), C(368) y C(401) (figura 2B). También, se
observo la conservacion de algunas cisteinas, en
especial de la cisteina 92 en la proteina E-ZIKV
y de la cisteina 82 en la proteina E1-RV, que
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Proteina E
del virus del Zika (E-ZIKV)

Alineamiento estructural
de las proteinas
E-ZIKV y E1-RV

Proteina E1
del virus de la rubéola (E1-RV)

Figura 5. Estructura y alineamiento estructural en 3D de las
proteinas virales E1 —-ZIKV y E1-RV a partir de los primeros
200 aminoéacidos que componen cada proteina usando el
programa POSA. A. Estructura en 3D de la proteina E-ZIKV (en
rojo). B. Estructura en 3D de la proteina E1-RV (en verde) C.
Superposicion de las estructuras en 3D de las proteinas E-ZIKV
(en rojo) y E1-RV (en rojo)

formaron un puente disulfuro con las cisteinas 116
y 117, respectivamente, y que se localizaron entre
las hojas beta, c y d, del bucle de fusion hidrofébico
interno conservado en el dominio Il de ambas
proteinas (figuras 3y 4 Ay B).

Por otra parte, la comparacion de las estructuras
de E-ZIKV y E1-RV mostré también algunas
diferencias. Los dominios | y Il de E-ZIKV eran
mas grandes, alrededor de 46 y 19 residuos,
respectivamente (122 para E-ZIKV Vs. 80 para E1-
RV 80 en el dominio I; y 76 para E-ZIKV Vs. 61 para
E1-RV en el dominio I11). Asimismo, los residuos de
las regiones transmembrana (cuatro para E-ZIKV
y dos para R1-RV) abarcaron alrededor de 55
residuos para E-ZIKV y 25 para E1-RV (figura 3).
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Por el contrario, el dominio Il de E-ZIKV era méas
pequefio que su contraparte en E1-RV, y en él se
observé una hélice alfa corta anfipatica (a2) y una
vuelta de hélice pl (figura 3). Flanqueando esta
region de E1-RV, se localizaron los buclesly 2 (FL1
y FL2: residuos 88-93 y 131-137, respectivamente)
(figura 4 A'y B). El bucle FL1 no se observé en la
proteina E-ZIKV (figuras 4 C y D), sin embargo,
el bucle entre los residuos 100 y 108 de E-ZIKV
era similar al FL2 (figuras 3, 4 y 5). También,
se observo un sitio de glucosilacion (NGS) en el
aminoacido Asn (N) 154 de la proteina E-ZIKV,
en tanto que en la proteina E1-RV se observaron
tres de dichos sitios: uno en el aminoacido N
209 y los otros dos en el dominio Il (N76) y en el
dominio | (N177), asi como residuos para N-acetil
glucosamina (NAG) en los residuos T429y T430 en
la proteina E1-RV, los cuales no se observaron en
la proteina E-ZIKV (figura 3, tallo). Se ha sugerido
que el sitio de glucosilacion N154 de E-ZIKYV, el
cual también se encuentra en otros flavivirus, es un
factor determinante de la neurovirulencia del WNV,
pero no en los virus del dengue que conservan
este sitio de glucosilacion (27).

Adiferencia de la proteina E1-RV, la E-ZIKV present6
las siguientes inserciones: un bucle glucano entre
los residuos 144 a 153 y una hélice aAo entre los
residuos 154 a 161, y entre las hojas beta, Eo y Fo,
en el dominio I, que también se conserva en los
virus WNV y JEV (no se presentan los datos)(12).
Otrasinserciones de E-ZIKV comparadas conlaE1-
RV fueron el Hi-loop entre los residuos 230y 234 y
el bucle Kl entre los residuos 271 a 284 del dominio
Il (figuras 2 y 3, aminoacidos marcados en color
verde), los cuales se conservan en los virus WNV,
TBE y YFV (no se presentan los datos). Ademas,
E-ZIKV presentd el bucle CD entre los residuos
346 y 351 y el bucle Dx/D1 entre los residuos
352 y 359 en el dominio lll, los cuales se han aso-
ciado con una superficie mas compacta del virus
(figura 5), que le conferiria mas estabilidad y mas
resistencia a la temperatura, comparadas con las
de otros virus con envoltura, y podria explicar, en
parte, la presencia del ZIKV en diferentes fluidos,
incluidos la orina, la saliva, el semen y el liquido
cefalorraquideo, entre otros (12).

Discusion

El virus del Zika afecta el sistema nervioso y puede
generar malformaciones en el feto, y el sindrome
de Guillain-Barré en el adulto (28,29). Un efecto

directo del ZIKV en las células del sistema nervioso
implicaria mecanismos moleculares neurotropicos
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y de entrada mediados por receptores (29). La
mayoria de los virus con envoltura de membrana,
como el ZIKV, entran en las células a través de
las proteinas de fusion de la membrana viral y
de las membranas celulares transportadas por
endosomas celulares (13). Existen tres clases
de proteinas de fusion de membranas virales
clasificadas con base en criterios estructurales y
mecanismos que desencadenan la fusion (13).
Las proteinas de fusion de clase Il estan ancladas
en la bicapa lipidica de la membrana a través de
su dominio transmembrana, y estan compuestas
principalmente por hojas beta, con uno o dos bucles
de fusion en la punta del dominio 11, y por un dominio
de hoja beta extendido (14).

La similitud de la estructura molecular de las
proteinas E-ZIKVy E1-RV (figuras 3-5), determinada
por el alto contenido de hojas beta, la conservacién
de algunas cisteinasy de algunos puentes disulfuro,
en especial el puente disulfuro entre las hojas beta,
c y d, en el bucle hidrofébico interno de fusion del
dominio 2 (figuras 2-4), asi como un posible patréon
de glucosilacion similar en los aminoacidos N-154
en E-ZIKV y N-209 en E1-RV, la ausencia del sitio
de glucosilacion en el aminoacido N-67 de E-ZIKV
y su homélogo en E1-RV, y su reemplazo por dos
aminoécidos de polaridad y carga similar, el D-67 en
ZIKV-E y el E-44en RV-E1 (30-32), sugieren que la
proteina E-ZIKV es una glucoproteina de envoltura
de fusion de clase Il, y que tanto E-ZIKV como
E1-RV pueden tener propiedades bioquimicas y
funcionales similares en cuanto a la fusion y la
entrada de estos virus mediada por receptores
celulares especificos.

Se ha descrito que los bucles FL1 Y FL2 de E1-
RV se unen a atomos de calcio, union que se ha
asociado con un mecanismo de fusion a la célula
huésped mediada por calcio en el RV (32). La
estructura del FL1 de E1-RV se da por unainsercion
de aminoacidos que no se encuentra en la E1-ZIKV
(figuras 3-5). No obstante, en la E-ZIKV el bucle
similar al FL2, y el dominio hidrofébico interno (cd)
compartido por las dos proteinas podrian contribuir
con una superficie de fusién a las membranas de
las células huéspedes como se ha propuesto para
E1-RV (32).

Por otra parte, el bucle glucano entre los residuos
144 a 153 y la hélice aAo entre los residuos 154 y
161 en el dominio | de la proteina E-ZIKV, también
se conservan en los virus neuropaticos WNV y JEV
(12,33); asimismo, el bucle Kl entre los residuos
271 y 284 del dominio Il (figuras 2 y 3), también
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se conserva en los virus WNV, TBE y YFV. El
bucle CD entre los residuos 346 y 351 y el Dx/
D1 entre los residuos 352 y 359 en el dominio 1lI
de E-ZIKV se han asociado con una superficie
mas compacta, mas estable y mas resistente a la
temperatura (12,15), comparada con la de otros
virus con envoltura, lo cual explicaria, en parte,
la viremia prolongada, su presencia en diferentes
fluidos como la orina, la saliva, el semeny el liquido
cefalorraquideo, entre otros (34-36).

Estas y otras comparaciones de las proteinas de
fusion de membrana en alfavirus y algunos flavivirus,
incluidos los DENV 1 a 4, el YFV y el WNV, todos
con elementos estructurales de fusion muy conser-
vados, revelan una posible seleccion evolutiva y
funcional de este tipo de proteinas (32,36,37).

Los virus con envoltura, que contienen fosfatidil-
serina en sus membranas, pueden interactuar con
receptores TAM, entre ellos, los miembros de las
familias Tyro3, Axl y Mertk (38-40). Con base en
los resultados de estudios en cultivos celulares,
Nowakowski, et al. (41), han sugerido que los virus
ZIKV, DENV y WNV pueden requerir receptores
TAM para su fijacién o entrada, y que la Axl actuaria
como proteina de unién y receptor de entrada. La
caracterizacion de la expresion de Axl en células
madre neuronales fue el primer paso en la identi-
ficacién de uno de los candidatos a ser el receptor
de entrada del ZIKV (41). Se ha detectado este
receptor Axl, con actividad tirosina cinasa, en la
sefalizacion mediada por los receptores TLR (toll
like receptors), y resulta pertinente anotar que la
via de sefalizacién TLR3 se ha asociado con el
dafio celular inducido por el ZIKV, lo cual sugiere
una relacion entre el receptor Axl y la patogenia
del Zika (42).

Aunque la caracterizacion de la expresion de
Axl en las células del sistema nervioso central
puede explicar la entrada del ZIKV, es necesario
adelantar mas estudios para confirmar si dicho
receptor determina el tropismo celular del virus
en células neuronales cultivadas y en vivo, asi
como su capacidad para infectar fibroblastos de
piel (43) y células epiteliales de cordon umbilical
(44). Debe sefalarse, ademas, que todavia no se
han determinado completamente los receptores
celulares del ZIKV.

La similitud del bucle hidrofobico interno de fusién
de los virus neurotoxicos, como el WNV, el RV y el
ZIKV, entre otros, sugiere que la entrada de estos
virus neuropaticos ocurre mediante receptores
y vias semejantes. Las evidencias de que el
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virus neurotoxico WNV puede adherirse a células
con deficiencia de los receptores TAM (45), y que
ratones genéticamente carentes de las proteinas
Axl y Mertk exhibieron una mayor infeccién por el
WNV en células de cerebro (38), sugieren que Axl
y Mertk no serian receptores exclusivos de entrada
de los virus neurotéxicos, por lo cual deberia
investigarse si esto también sucede con el ZIKV o
si utiliza otro tipo de receptores.

La similitud de la estructura molecular de las
proteinas E-ZIKV y E1-RV permite proponer otra
posible explicacién del neurotropismo del virus
Zika, el cual se daria a través del bucle hidrofobico
interno y el bucle cd, ambos conservados en estas
proteinas. La entrada del ZIKV a las células huésped
mediada por otro tipo de receptores concuerda con
las semejanzas estructurales halladas entre las
proteinas E-ZIKV y E1-RV, en especial, la similitud
del bucle hidrofébico interno de fusion, sobre todo en
la conservacion de las cisteinas 92 y 82, las cuales
forman un puente disulfuro que permitiria una orga-
nizacion estructural similar entre las hojas beta
(cd) del dominio Il y la posibilidad de que el virus
Zika pueda ingresar a las células huésped a través
de otro tipo de receptores celulares, como la MOG,
al igual que sucede con el virus de la rubéola (21).

Esta hipétesis concordaria con la evidencia de
gue el cambio de la cisteina 82 por la alanina en la
proteina E1-RV elimind la capacidad de infeccién
del virus (21), asi como con el reciente hallazgo de
gue anticuerpos neutralizantes que reconocen un
epitopo en el bucle de fusién de la proteina E-ZIKV,
proporcionan proteccion contra la infeccion por el
ZIKV envivo e in vitro (16). Por lo tanto, es necesario
evaluar experimentalmente si la cisteina 92 y la
organizacion estructural entre las hojas beta (cd)
del dominio Il de la E-ZIKV también se requieren
en el proceso de infeccion del ZIKV en las células
neuronales mediado por este tipo de receptores.

La confirmacién de la participacion de diferentes
receptores celulares de entrada del ZIKV proporcio-
naria una explicacién plausible del neurotropismo
diferencial y las alteraciones del sistema nervioso
durante el desarrollo embrionario y en el adulto.
Dicho neurotropismo diferencial durante el desarrollo
se ha observado en estudios recientes en ratones,
los cuales evidenciaron altos grados de infeccion
por el ZIKV en el cerebro, la médula espinal (6,46)
y las células epiteliales (44,46).

Aunque no se sabe por qué algunas células
epiteliales y neuronales son mas propensas a la
infeccion por el ZIKV que otras (por ejemplo, las
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neuronas progenitoras lo son mas que las corticales
maduras) (5,8,47), se podrian presentar diferentes
mecanismos de entrada mediados por distintos
tipos de receptores (por ejemplo, Axl o TAR), asi
como tasas de infeccion diferentes debido a cam-
bios en el grado de expresion de factores del
huésped requeridos para la entrada (por ejemplo,
TLR3), la replicacién o el ensamblaje del ZIKV
(42). Ademas, las diferencias especificas del tipo
celular en los programas de defensa intrinseca de
las células también podrian explicar la variacion en
la infeccion por el ZIKV en distintos tipos de células
epiteliales y neurales (47,48).

En este momento, no es posible explicar con claridad
las anormalidades neurolégicas y el sindrome de
Guillain-Barré como efecto directo del virus; ademas,
en el caso del sindrome, no es posible descartar
una reaccioén cruzada entre algunos flavivirus, como
el virus del dengue, y la ausencia de anticuerpos
antiglucolipidos en pacientes en quienes dicho
sindrome se manifest6 tempranamente (4,49,50).
Las diferencias observadas en los efectos de la
infeccion por el ZIKV en el adulto y en el individuo
en desarrollo sugieren que pueden existir diferen-
tes factores que determinan el neurotropismo y la
neurotoxicidad. Los datos disponibles sustentan
la hipotesis de que el ZIKV podria generar una
neurotoxicidad viral directa, tanto en el sistema
nervioso central como en el periférico. El gran
neurotropismo del ZIKV puede explicarse, no
solo por la entrada y la sefializacion a través del
receptor Axl, sino también, por un mecanismo de
entrada mediado por la proteina E del ZIKV y un
receptor celular como la MOG, de forma similar
a lo observado con la proteina E1 del virus de la
rubéola (21).

El desarrollo del fenotipo microcefalico y el sin-
drome de Zika congénito en el individuo en
desarrollo, se explicaria por la participacion de los
receptores Axl en la infeccion por el ZIKV, lo cual
induciria la muerte de progenitores neuronales (5,8).
Esto concuerda con el hallazgo de que diversos
tipos celulares en el cerebro adulto, incluidos los
astrocitos, pueden estar infectados con el ZIKV vy,
sin embargo, sobrevivir durante largos periodos
(47). En modelos de la infeccién por el ZIKV en
ratones, las neuronas mantuvieron una morfologia
normal a pesar de estar infectadas por el virus,
y sobrevivieron durante un periodo prolongado
(6,46). Por otra parte, el mecanismo de desarrollo
del fenotipo neuropatico del adulto, es decir, el
sindrome agudo de Guillain-Barré, seria diferente.
La polineurorradiculopatia desmielinizante en el
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adulto, asociada a la infeccion por el ZIKV, podria
explicarse por el potencial tropismo de la proteina
E-ZIKV hacia la glucoproteina MOG, un marcador
para oligodendrocitos diferenciados “maduros” que
se expresa de manera tardia en el desarrollo y
aparece en oligodendrocitos de la médula espinal
y en el tronco encefédlico en la etapa posnatal,
y se considera un autoantigeno en procesos de
desmielinizacion primaria (51,52).

Considerando que en este trabajo se utilizé el
prototipo de proteina E del virus ZIKV (entrada PDB
516Z7), y dada la existencia de diferentes aisla-
mientos del ZIKV procedentes de Latinoamérica y
Asia, es importante profundizar en las mutaciones o
variantes de la secuencia y la estructura molecular
del E-ZIKV que modifiquen el dominio hidrofébico
interno, el bucle de fusion u otros elementos estruc-
turales que pueden sufrir modificacién posterior a la
traduccion, incluidos los sitios de glucosilacién (53),
con lo cual se produciria un efecto en la capacidad
de infeccion del ZIKV a otros tipos de células
especificas (2,54,55).

Ademads, en un futuro también seria importante
determinar, experimentalmente y en especimenes
clinicos, si la infeccién por el ZIKV de las células
neuronales progenitoras u otros tipos de células
del sistema nervioso estd mediada por la proteina
E-ZIKV, si hay un neurotropismo diferencial en
distintas fases del desarrollo y si la entrada del ZIKV
através de los receptores MOG y Axl puede explicar
directamente la aparicion del sindrome agudo de
Guillain-Barré en el adulto, y la microcefalia y las
anormalidades en el cerebro en desarrollo.

En conclusion, la comparacion de las proteinas
E-ZIKV y E1-RV, y la similitud hallada entre ellas,
son un paso necesario para la definicion de otros
factores moleculares determinantes del neurotro-
pismo y la patogenia del ZIKV, asi como para
generar estrategias de diagndstico, prevencion y
tratamiento de las complicaciones neurologicas
inducidas por el ZIKV.
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