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Resumen  

 

Los rotavirus presentan un genoma de 11 segmentos de ARN de cadena doble (ARNcd), 

cubiertos por una cápside de tres capas proteicas y son uno de los principales agentes 

etiológicos de gastroenteritis aguda en individuos jóvenes de varias especies animales, 

incluyendo al humano. La vacunación protege contra la gastroenteritis causada por rotavirus 

en humanos y algunas especies de animales, sin embargo, la protección que confieren no es 

completa por lo que es necesario desarrollar antivirales. En este trabajo nos propusimos 

determinar el potencial anti-rotavirus de 12 drogas e identificar el gen blanco de la droga con 

el mayor efecto antiviral. Se determinó el efecto citotóxico de 12 drogas y su efecto 

inhibitorio sobre la replicación del genoma de dos clonas del rotavirus RRV (RRV1 y RRV2). 

Se identificó que concentraciones milimolares de benzimidazol inhiben la replicación de 

RRV1 y RRV2, y se seleccionaron independientemente las mutantes RRV1-B12b y RRV2-

B12a mediante 12 pases seriados en presencia de benzimidazol. Se obtuvieron las secuencias 

de los genomas completos de las cepas silvestres y mutantes, y se identificaron 4 y 7 

mutaciones puntuales en RRV1-B12b y RRV2-B12a, respectivamente. La mayoría de los 

cambios nucleotídicos (7/11) y la mayoría de los cambios nucleotídicos que se traducen en 

cambio de aminoácido (5/9), incluyendo la única mutación compartida en ambas mutantes 

(G2,414 → R[G/A], D800N), ocurrieron en el gene que codifica VP2, y específicamente en 

su dominio principal. VP2 tiene tres funciones conocidas, y en todas ellas participa su 

dominio principal: cofactor de la ARN polimerasa viral, forma la capa interna del virión y 

participa en la morfogénesis de los viroplasmas, cuerpos de inclusión citoplásmicos donde 

se replica rotavirus. También se encontraron 4 cambios de residuos en 4 distintos dominios 

de 3 proteínas diferentes de VP2. Estos resultados identifican a VP2 como el blanco primario 

de benzimidazol. 

 

Palabras clave: ARN replicasa, rotavirus, VP2, benzimidazol, genoma, mutación. 
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Abstract  

 

Rotaviruses have an 11-segment double-stranded RNA genome (dsRNA), wrapped in a 

three-layer protein capsid and are one of the main etiologic agents of acute gastroenteritis in 

young individuals of various animal species, including humans. Vaccination protects against 

gastroenteritis caused by rotavirus in humans and some animal species, however, the 

protection they confer is not complete, so there is a need for the development of antivirals. 

In this work the cytotoxic effect of 12 drugs was measured, as well as their inhibitory effect 

on the genome replication of two clones of the rotavirus RRV (RRV1 and RRV2). Millimolar 

concentrations of benzimidazole inhibited the replication of RRV1 and RRV2 and mutants 

RRV1-B12b and RRV2-B12a were selected by 12 serial passages in the presence of the drug. 

The sequences of the complete genomes of the wild and mutant strains were obtained, thus 

identifying 4- and 7-point mutations in RRV1-B12b and RRV2-B12a, respectively. Most 

mutations (7/11) and most mutations that resulted in amino acid changes (5/9), including the 

only one shared by both mutants (G2,414 → R [G / A], D800N ), occurred in the gene that 

encodes VP2, specifically in its main domain. VP2 has three known functions, and its main 

domain has a role in each of them: cofactor of the viral RNA polymerase, structural protein 

of the inner protein layer of the virion and participation in morphogenesis of cytoplasmic 

inclusion bodies where viral replication occurs, called viroplasms. We also found 4 mutations 

in 4 distinct domains of 3 different proteins other than VP2. These results identify VP2 as 

the primary target of benzimidazole. 

 

Keywords: RNA replicase, rotavirus, VP2, benzimidazole, genome, mutation. 
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Introducción  

Los rotavirus están clasificados dentro del género Rotavirus que pertenece a la subfamilia 

Sedoreovirinae de la familia Reoviridae (Desselberger, 2014; International Committe on 

Taxonomy of Viruses, 2011). Se reconocen 8 diferentes especies de rotavirus identificadas 

con las letras de la A a la H (Kindler et al., 2013; Matthijnssens et al., 2012), la especie A ha 

sido descrita en mamíferos y en aves, las especies B, C, E y H solo se han descrito en 

mamíferos, y las especies D, F y G han sido descritas solo en aves (Johne et al., 2011; Knipe 

et al., 2007; Otto et al., 2006). Además se han propuesto la especie I en perros y la J en 

murciélagos (Bányai et al., 2017; Mihalov-Kovács et al., 2015). La especie A de rotavirus 

tiene gran importancia como agente causal de gastroenteritis en animales jóvenes incluyendo 

al humano (Knipe et al., 2007). La vacunación ha ayudado a disminuir el impacto de la 

replicación de cepas de la especie A de rotavirus que afectan a humanos y a mamíferos 

domésticos, sin embargo, se han descrito limitaciones en la aplicación de esta estrategia 

(Heaton and Ciarlet, 2007; Kaneko et al., 2017; McClenahan et al., 2011; Nemoto et al., 

2018; O’Ryan, 2007; Saif and Fernandez, 1996; Victoria et al., 2010). Una estrategia 

alternativa a la vacunación es la identificación de drogas con propiedades antivirales (De 

Clercq, 2002), las cuales podrían ayudar a disminuir el impacto de estos virus, sobre todo en 

poblaciones de animales domésticos y humanos que no han sido inmunizados o se encuentran 

inmunodeprimidos (Lee and Ison, 2014). En este trabajo nos propusimos determinar el 

potencial antiviral de algunas drogas similares a varias que presentan este efecto sobre 

algunos virus con genomas de ARN de cadena sencilla de polaridad positiva (ARN+) o ARN 

de cadena doble (ARNcd). Se determinó el efecto citotóxico de 12 drogas en células MA-

104 y sus propiedades inhibitorias sobre la replicación de rotavirus. Se generaron mutantes 

resistentes a benzimidazol, la droga con mayor efecto inhibitorio, y mediante la 

secuenciación del genoma completo de las cepas mutantes y silvestres se identificó el gen 

blanco de esta droga. 
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Antecedentes  

Los rotavirus presentan un genoma de ácido ribonucleico de cadena doble dividido en 11 

segmentos, con un tamaño aproximado de 18.5 kb. El genoma de rotavirus codifica 6 

proteínas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7) y de 5 a 6 proteínas no 

estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y en algunas cepas NSP6) (Desselberger, 

2014; International Committe on Taxonomy of Viruses, 2011). La partícula viral presenta 

una apariencia característica de rueda (rota = rueda), cuando se observa con la ayuda de 

microscopía electrónica. La capa de proteínas interna está formada por VP2 que cubre al 

genoma viral asociado a la ARN polimerasa VP1 y la guanilil- y metil-transferasa VP3, la 

capa intermedia del virión la constituye VP6 y la capa externa está formada por VP7 y 

espículas de VP4 ver figura 1 (Desselberger, 2014; International Committe on Taxonomy of 

Viruses, 2011).  

 

 
 

Figura 1. Virión de rotavirus. Se indican los componentes de la partícula viral, los 11 

segmentos de ARNcd y sus respectivas proteínas codificantes. 
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Los rotavirus se replican principalmente en los enterocitos maduros de las puntas de las 

vellosidades del intestino delgado. En el proceso de adhesión de las partículas virales los 

viriones interactúan mediante sus espículas con varios receptores celulares (Compans et al., 

2001; Rojas et al., 2008). Una vez dentro de la célula la partícula viral de triple capa (TLP 

del inglés triple layered particle) pierde la capa más externa transformándose en una partícula 

de doble capa (DLP del inglés double layered particle). Las DLP funcionan como 

nanomáquinas que sintetizan los 11 ARN+ mensajeros, los cuales son utilizados para la 

síntesis de proteínas y como molde para la formación de cada uno de los 11 segmentos de 

ARNcd que formarán el genoma de los nuevos viriones (Desselberger, 2014; Silvestri et al., 

2004). La replicación de los rotavirus ocurre en inclusiones citoplasmáticas electrodensas 

llamadas viroplasmas, formados por ARN (11 segmentos) y proteínas virales (NSP2, NSP5, 

VP1, VP2, VP3, y VP6), así como con microtúbulos celulares (Rojas et al., 2008). Dentro de 

los viroplasmas, se ensambla simultáneamente la capa interna del virión y se lleva a cabo la 

síntesis de ácido ribonucleico de cadena sencilla polaridad negativa (ARN-) utilizando como 

plantilla a los ARN+ idénticos a los mensajeros y produciendo así cada uno de los 11 ARNcd 

que forman el genoma viral. Posteriormente ocurre el ensamblaje de las DLP, cuando la 

segunda capa proteica es añadida (Rojas et al., 2008; Silvestri et al., 2004). Las nuevas DLP 

sintetizadas dentro de los viroplasmas son transcripcionalmente activas, por lo que la gran  

mayoría de los ARN+ se sintetizan en estos cuerpos de inclusión (Desselberger, 2014; 

Silvestri et al., 2004). Posteriormente las DLP geman al retículo endoplásmico, adquiriendo 

una membrana lipídica transitoria que se pierde en un proceso de maduración que produce 

las partículas virales de tres capas (Desselberger, 2014; Rojas et al., 2008; Trask et al., 2012). 

Las partículas virales salen de las células mediante lisis celular en células MA-104 o 

mediante gemación en células Caco-2 (Gardet et al., 2006; McNulty et al., 1976). Las 

partículas virales son expulsadas en grandes cantidades en las heces, transmitiéndose 

principalmente a través de una ruta fecal-oral y mediante el contacto directo entre individuos 

(Knipe et al., 2007).  

Los rotavirus causan elevadas pérdidas económicas en la industria ganadera y avícola a nivel 

mundial (Cho and Yoon, 2014; Dhama et al., 2015; Falcone et al., 2015; Knipe et al., 2007; 

Otto et al., 2006). Aunque se han desarrollado vacunas contra rotavirus de la especie A que 
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afectan a mamíferos (Heaton and Ciarlet, 2007; Nemoto et al., 2018; O’Ryan, 2007; Saif and 

Fernandez, 1996), las cuales han sido muy útiles para reducir el impacto de estos virus, 

persisten algunas limitaciones para proporcionar una protección segura y eficiente (Kaneko 

et al., 2017; McClenahan et al., 2011; Saif and Fernandez, 1996; Victoria et al., 2010). Por 

otro lado, en el contexto avícola no existen vacunas ni tratamientos que se apliquen en la 

actualidad (Day, 2013; Devitt and Reynolds, 1993; McNulty et al., 1981). Una de las 

estrategias para disminuir el impacto de las infecciones por rotavirus tanto en mamíferos 

como en aves puede ser a través de drogas antivirales (De Clercq, 2002).  

Mediante estudios en cultivo de células in vitro se ha encontrado que los benzotriazol 

(Bretner et al., 2005), imidazol, derivados de quinolina (Khan et al., 2012) y derivados de 

trifenilmetano cuyas estructuras se muestran en la figura 2 (Chen et al., 2009) inhiben la 

replicación de algunos virus de las familias Flaviviridae, Coronaviridae y Picornaviridae, 

los cuales presentan genomas de ARN+ (Briguglio et al., 2011). Se sabe también que 

concentraciones milimolares de hidrocloruro de guanidina (GuHCl), ver figura 2, inhiben la 

replicación de varios virus de la familia Picornaviridae, tales como poliovirus, 

coxsackievirus, enterovirus humano B (echovirus) y el virus de la fiebre aftosa. En particular 

para poliovirus GuHCl interactúa de manera reversible con la proteína 2CATPasa una proteína 

que tiene función de helicasa, resultando en la inhibición específica de la síntesis de ARN+. 

Un orthoreovirus de mamífero de la familia Reoviridae como los rotavirus, es inhibido de 

manera reversible utilizando 15 mM de GuHCl en células L929, cuando se utilizan 

concentraciones de hasta 20 mM de GuHCl no se observan efectos adversos en células L929, 

mientras que cuando se utilizan concentraciones mayores de 40 mM de GuHCl se observa 

evidencia de muerte celular a las 12 y a las 24 horas (Murray and Nibert, 2007). Se ha 

encontrado que varios derivados de benzimidazol (figura 3) inhiben la replicación de algunos 

virus de la familia Picornaviridae, tales como coxsackievirus, poliovirus y echovirus (De 

Palma et al., 2008; Shimizu et al., 2000) y coincidentemente con el GuHCl inducen 

mutaciones en la 2CATPasa de poliovirus. Además en 2012 se identificaron dos derivados de 

benzimidazol con efecto antiviral sobre una cepa de rotavirus que afecta a humanos (Wa), 

sin embargo no se identificó el gen diana afectado por estas drogas (Bassyouni et al., 2012). 
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Finalmente la hidantoína (figura 2) también induce mutaciones en la proteína 2C de 

poliovirus, aunque se desconoce el mecanismo (Verlinden et al., 2000). 

 

 
Figura 2. Estructuras químicas del benzotriazol, imidazol, quinolina, trifenilmetano, 

hidrocloruro de guanidina e hidantoína. 

 

 

 
Figura 3. Estructuras químicas del benzimidazol y algunos de sus derivados. 
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En este estudio nos propusimos determinar el potencial anti-rotavirus de 12 drogas, similares 

químicamente a algunas que han tenido efecto antiviral sobre virus con genomas de ARN+ 

o ARNcd, e identificar el gen mayormente afectado por la droga con mayor efecto antiviral. 

 

Justificación  

La vacunación contra rotavirus solo existe para algunas cepas de la especie A en mamíferos 

incluyendo al humano, por lo que es necesario desarrollar estrategias complementarias que 

puedan ayudar a disminuir el impacto de rotavirus en poblaciones de animales no vacunados 

o inmunodeprimidos. Actualmente no existen drogas que se utilicen como antivirales contra 

rotavirus, la identificación de drogas con propiedades antirotavirales es una estrategia que 

puede ayudar a complementar la vacunación. 
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Hipótesis 

Hidrocloruro de guanidina, hidantoína, benzotriazol, benzimidazol, tiabendazol, albendazol, 

fenbendazol, mebendazol, ricobendazol, imidazol, quinolina y trifenilmetano inhiben la 

replicación de ARNcd de 2 clonas de la cepa RRV de rotavirus en células MA-104. 

 

Objetivo general 

Identificar el efecto inhibitorio de hidrocloruro de guanidina, hidantoína, benzotriazol, 

benzimidazol, tiabendazol, albendazol, fenbendazol, mebendazol, ricobendazol, imidazol, 

quinolina y trifenilmetano sobre la replicación de ARNcd de 2 clonas de la cepa RRV de 

rotavirus e identificar la proteína viral blanco. 

   

Objetivos específicos  

1) Determinar concentraciones de hidrocloruro de guanidina, hidantoína, benzotriazol, 

benzimidazol, tiabendazol, albendazol, fenbendazol, mebendazol, ricobendazol, 

imidazol, quinolina y trifenilmetano con efecto citotóxico menor al 50% en células 

MA-104. 

2) Identificar concentraciones de hidrocloruro de guanidina, hidantoína, benzotriazol, 

benzimidazol, tiabendazol, albendazol, fenbendazol, mebendazol, ricobendazol, 

imidazol, quinolina y trifenilmetano con efecto inhibitorio sobre la replicación de 

ARNcd de 2 clonas de la cepa RRV de rotavirus en células MA-104. 

3) Seleccionar mutantes resistentes a cada una de las dos drogas con mayor efecto 

inhibitorio sobre la replicación de ARNcd de rotavirus. 

4) Secuenciar el genoma completo de las cepas silvestres y mutantes de RRV resistentes 

a la droga con mayor efecto antiviral. 

5) Analizar la secuencia del genoma completo de las cepas silvestres y mutantes de RRV 

resistentes a la droga con mayor efecto antiviral para identificar la proteína viral 

blanco. 
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Material y métodos  

Células  

La línea celular MA-104 obtenida de Richard G. Wyatt (National Institutes of Health, 

Bethesda, MD) fue cultivada con protocolos previamente descritos (Arnold et al., 2009). 

Brevemente, las células MA104 fueron mantenidas en una atmosfera de 5% de CO2 a 37°C, 

con una humedad >95% en medio mínimo esencial de Eagle (Corning, número de catálogo 

51-010-PCR) sin antibióticos, suplementado con 7% de suero fetal bovino (Biowest, número 

de catálogo S1810-500) y con una concentración 2 mM de L-alanyl-L-Glutamina (Gibco, 

número de catálogo 35050-061). Las células fueron subcultivadas en confluencia utilizando 

0.5 mg/ml de tripsina (Gibco, número de catálogo 27250-042). 

 

Clonación de la cepa RRV de rotavirus 

La cepa RRV de rotavirus que les dio origen a las cepas silvestres y mutantes utilizadas en 

este trabajo se obtuvo de Harry B. Greenberg (Stanford University, Stanford, CA). Con el 

objetivo de disminuir la heterogeneidad genética de la cepa silvestre de RRV se obtuvieron 

dos clonas identificadas como RRV1 y RRV2, mediante tres ensayos secuenciales de 

formación de placas (Arnold et al., 2009). 

 

Titulación de las clonas de RRV silvestres y las cepas seleccionadas en presencia del 

tratamiento  

Mediante el ensayo de formación de placas, se titularon las cepas silvestres RRV1 y RRV2, 

así como las cepas seleccionadas durante 12 pases secuenciales en presencia de benzimidazol 

(RRV1-B12b, RRV2-B12b y RRV2-B12a) o quinolina (RRV1-Q12b, RRV1-Q12a y RRV2-

Q12b). El título viral en unidades formadoras de placas (UFP) que se obtuvo en cada caso 

fue de: 

RRV1 = 6X107 UFP/1 ml.   

RRV1-B12b = 2X107 UFP/1 ml. 

RRV1-Q12b = 5X107 UFP/1 ml. 

RRV1-Q12a = 7X107 UFP/1 ml. 

RRV2 = 6X107 UFP/1 ml.   
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RRV2-B12b = 2X107 UFP/1 ml. 

RRV2-Q12b = 5X107 UFP/1 ml. 

RRV2-B12a = 2X107 UFP/1 ml. 

 

Selección de drogas con posible efecto inhibitorio en rotavirus  

A partir de publicaciones previas se seleccionaron drogas similares químicamente a algunas 

que han tenido efecto antiviral sobre virus con genomas de ARN+ o ARNcd (Bassyouni et 

al., 2012; Briguglio et al., 2011; De Palma et al., 2008; Murray and Nibert, 2007; Shimizu et 

al., 2000; Verlinden et al., 2000), con el objetivo de identificar sus propiedades inhibitorias 

sobre la replicación del ARNcd de dos clonas de RRV (RRV1 y RRV2), en la tabla 1 se 

indican las drogas seleccionadas.  

 

Tabla 1. Drogas seleccionadas para probar su efecto inhibitorio sobre la replicación del 

ARNcd de rotavirus.  

Nombre de la droga Número de catálogo (Sigma-Aldrich) 
Albendazol A4673-10G 

Benzimidazol 194123-100G 

Benzotriazol B11400-100G 

Fenbendazol F5396-5G 

Hidrocloruro de guanidina 50933-50G 

Hidantoína 156361-100G 

Imidazol I5513-5G 

Mebendazol M2523-25G 

Quinolina 241571-5G 

Ricobendazol 19953-25G 

Tiabendazol T5535-50G 

Trifenilmetano 101303-25G 

 

Determinación de la solubilidad de cada una de las drogas seleccionadas  

Se determinó la cantidad máxima de cada droga que podía ser solubilizada en 

dimetilsulfóxido (DMSO) o en medio mínimo esencial de Eagle sin suero (MEM-SS) 

respectivamente, con excepción del hidrocloruro de guanidina, debido a que en el laboratorio 

se contaba con información previa (no publicada) que definió su concentración máxima de 

trabajo. Se añadieron distintas concentraciones de cada droga en 1 ml de diluyente, hasta 

detectar la cantidad máxima de cada soluto que produjera un líquido cristalino a simple vista 
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para obtener la concentración máxima en unidades molares, a una temperatura de 20 a 25°C. 

Posteriormente se tomaron diferentes volúmenes de cada droga y se añadió cuanto baste para 

1 ml de MEM-SS (a una temperatura de 20 a 25°C) para producir la concentración de trabajo, 

cuidando que no se observaran indicios de precipitación a simple vista. En la columna 3 de 

la tabla 2 se indican las concentraciones máximas utilizadas en los ensayos de citotoxicidad 

de acuerdo con la solubilidad de cada una de las drogas, dichas concentraciones y 5 

diluciones dobles seriadas se utilizaron en los ensayos de citotoxicidad. 

 

Tabla 2. Concentración de cada droga utilizada en los ensayos de citotoxicidad.  

Nombre de la droga Peso molecular Concentración utilizada en 
ensayos de citotoxicidad 

Albendazol 265.33 32µM 

Benzimidazol 118.14 16 mM 

Benzotriazol 119.12 64 mM 

Fenbendazol 299.35 16µM 

Hidrocloruro de guanidina 95.53 80mM 

Hidantoína 100.08 8 mM 

Imidazol 68.08 0.5 M 

Mebendazol 295.29 16 µM 

Quinolina 129.16 10 mM 

Ricobendazol 281.33 320 µM 

Tiabendazol 201.25 60 µM 

Trifenilmetano 244.33 32µM 

 

Determinación del efecto citotóxico de cada una de las 12 drogas en células MA-104  

La determinación del efecto citotóxico de distintas concentraciones de cada droga en células 

MA-104 se realizó en placas de 96 pozos mediante tinción con cristal violeta al 0.5% 

(Feoktistova et al., 2016) (Sigma-Aldrich, número de catálogo C6158-50). La evaluación del 

efecto citotóxico se realizó a las 18 horas después de haber añadido la droga, midiendo la 

Abs570 del cristal violeta solubilizado que habían internalizado las células todavía adheridas 

a la placa. Se realizaron 3 ensayos independientes, en cada ensayo cada concentración de 

cada droga se probó por quintuplicado. Los resultados obtenidos fueron graficados utilizando 

los promedios y el error estándar para cada concentración utilizada de cada droga 
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seleccionada. Las concentraciones con efecto citotóxico menor al 50% de cada droga se 

indican en la columna 2 de la tabla 3. 

 

Determinación del efecto inhibitorio de cada droga, sobre la replicación de ARNcd de las 

clonas RRV1 y RRV2  

Se determinó el efecto inhibitorio del hidrocloruro de guanidina, hidantoína, benzotriazol, 

benzimidazol, tiabendazol, albendazol, fenbendazol, mebendazol, ricobendazol, imidazol, 

quinolina y trifenilmetano sobre la replicación de ARNcd de las clonas RRV1 y RRV2 

replicadas en células MA-104. En placas de 6 pozos se infectaron 1 X 106 células MA104 

con la respectiva cepa de rotavirus a una MOI de 5, después de la adsorción e internalización 

de rotavirus se agregó cada una de las drogas respectivamente (concentración citotóxica 

menor al 50 %, ver tabla 3, columna 2) en ensayos independientes para cada una de las 

drogas. A las 18 horas post infección (hpi) se cosechó todo el contenido de cada pozo, ver 

anexo I, se realizó extracción de ARN mediante fenol cloroformo a partir de 200 µl del 

volumen total de cada pozo y se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida (Rio et 

al., 2010) seguida de tinción con nitrato de plata. La imagen de cada gel se capturó mediante 

un G2-800 Calibrated Densitometer (BIO-RAD, número de catálogo 170-7980). A cada 

imagen capturada se le realizó un análisis densitométrico mediante el software ImageJ 1.43u 

(Abramoff et al., 2004). Los datos obtenidos fueron graficados.  

 

Determinación de la dosis inhibitoria 50% de benzimidazol y quinolina sobre la replicación 

de ARNcd de las clonas RRV1 y RRV2  

Luego de identificar al benzimidazol y quinolina como las drogas que inhibían la replicación 

del ARNcd de las clonas RRV1 y RRV2 se determinó la dosis inhibitoria 50%. Se infectaron 

1 X 106 células MA-104 con la respectiva cepa de rotavirus a una MOI de 1, después de 2 

horas de haber añadido el virus a las células se agregó la concentración de cada droga 

respectivamente (16 mM, 8 mM, 4 mM y 2 mM en el caso de benzimidazol y 10 mM, 5 mM, 

2.5 mM y 1.25 mM en el caso de quinolina). A las 18 hpi se cosechó todo el contenido de 

cada pozo (ver anexo I). Posteriormente se realizó la extracción de ARN a partir de 200 µl 

del volumen total cosechado seguido de una electroforesis en gel de poliacrilamida (Rio et 
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al., 2010) y tinción con nitrato de plata. Se realizaron 3 ensayos independientes, a cada gel 

de poliacrilamida obtenido se le realizó un análisis densitométrico mediante el software 

ImageJ 1.43u (Abramoff et al., 2004). Los datos obtenidos fueron mostrados en gráficas de 

replicación de ARNcd y utilizados para realizar el cálculo de la dosis inhibitoria 50% 

mediante una regresión logística de 4 parámetros (Sebaugh, 2011). 

 

Selección de mutantes de RRV1 y RRV2 resistentes a benzimidazol y quinolina  

Con el objetivo de generar mutantes resistentes al efecto inhibitorio de benzimidazol, se 

replicaron las clonas RRV1 y RRV2 durante 12 pases seriados en presencia de esta droga y 

se obtuvieron las 3 cepas RRV1-B12b, RRV2-B12b y RRV2-B12a. El mismo procedimiento 

se realizó para quinolina y se obtuvieron las 3 cepas RRV1-Q12b, RRV1-Q12a y RRV2-

Q12b (ver anexo II). 

 

Determinación de resistencia al efecto inhibitorio de benzimidazol y quinolina 

Después de realizar los 12 pases selectivos, se evaluó la resistencia de las 3 cepas RRV-B12b, 

RRV2-B12b y RRV2-B12a al efecto inhibitorio de benzimidazol. También se evaluó la 

resistencia al efecto inhibitorio de quinolina de las 3 cepas RRV1-Q12b, RRV1-Q12a y 

RRV2-Q12b. Para este fin a una MOI de 1 se infectaron 2 pozos por cepa, conteniendo cada 

pozo 1 X 106 células MA-104 en placas de 6 pozos. Después de la adsorción e internalización 

de rotavirus se agregó benzimidazol (8 mM) a uno de cada par de pozos infectados con 

RRV1, RRV2, RRV1-B12b, RRV2-B12b y RRV2-B12a y se agregó quinolina (5 mM) a uno 

de cada par de pozos infectados con RRV1, RRV2, RRV1-Q12b, RRV1-Q12a y RRV2-

Q12b. Se incubó 18 horas y se cosechó todo el contenido de cada pozo, ver anexo I. 

Posteriormente se realizó extracción de ARN a partir de 200 µl del volumen total cosechado, 

se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida (Rio et al., 2010) y el gel se tiñó con 

nitrato de plata. Se realizaron 3 ensayos independientes. A cada fotografía de cada gel de 

poliacrilamida obtenido se le realizó un análisis densitométrico mediante el software ImageJ 

1.43u (Abramoff et al., 2004). Con los datos obtenidos se construyeron gráficas de la 

replicación de ARNcd de cada ensayo.  
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Secuenciación del genoma de las mutantes resistentes a benzimidazol (RRV1-B12b y RRV2-

B12a) y sus respectivas cepas silvestres (RRV1 y RRV2)  

100 ml de cada cepa RRV1, RRV2, RRV1-B12b y RRV2-B12a se mezclaron de manera 

independiente con 100 ml de triclorofluorometano (CCL3F), se homogenizó y centrifugó a 

4,000 rpm (JA-20, Beckman) por 30 minutos a 4°C y se colectó el sobrenadante. Las 

partículas virales se concentraron mediante centrifugación a 25,000 rpm (SW28, Beckman) 

por 1 hora a 4°C y se desechó el sobrenadante. Cada pastilla generada correspondiente a cada 

una de las 4 cepas se resuspendió en 1 ml de TBS (136 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.7 mM 

Na2HPO4, 25 mM TRIS-BASE, pH 7.4), se añadió 0.01 volúmenes de EDTA 0.5 M pH8, se 

homogenizó y se incubó 30 minutos a 37°C, después se colocó en hielo. Cada muestra se 

colocó en la parte superior de un gradiente de sacarosa de 15-45% previamente formado en 

un tubo para rotor SW28 (Beckman). Se centrifugó a 25,000 rpm (SW28, Beckman) por 1 

hora a 4°C.  

Las bandas correspondientes a DLP y SLP se colectaron y centrifugaron a 25,000 rpm 

(SW65, Beckman) por 1 hora a 4°C. La pastilla se resuspendió en 500 µl de TBS, cada 50 µl 

del volumen final se clocaron en un tubo de 1.5 ml y se almacenaron a -20°C, ver anexo III.  

Las partículas virales purificadas se trataron con nucleasas utilizando el TURBO DNA-

free™ Kit (Invitrogen, número de catálogo AM1907) y RNase Cocktail™ (Invitrogen, 

número de catálogo AM2286) siguiendo las especificaciones del proveedor, ver anexo III.  

Se extrajo y purificó el ARNcd correspondiente al genoma de rotavirus mediante TRIzol™ 

Plus RNA Purification Kit and Phasemaker™ Tubes Complete System (Invitrogen, número 

de catálogo A33254), siguiendo las especificaciones del proveedor.  

Posteriormente en la Unidad de Secuenciación Masiva y Bioinformática del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM, Cuernavaca, Morelos, cada ARNcd de cada muestra se 

cuantificó con el Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (ThermoFisher Scientific, Invitrogen, 

número de catálogo Q32850), obteniendo los valores de:  0.0534 ng/µ, 0.0046 ng/µ, 0.0680 

ng/µ y 0.0196 ng/µ para las muestras RRV1, RRV1-B12b, RRV2 y RRV2-B12a 

respectivamente. Se tomaron 5 µl de cada muestra y se construyó una biblioteca de RNAseq 

utilizando el TruSeq Stranded mRNA Library Prep (96 Samples) (Illumina, número de 

catálogo 20020595), siguiendo las especificaciones del proveedor. Posteriormente los 
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productos de las bibliotecas se analizaron mediante electroforesis capilar utilizando un 

Bioanalyzer 2100 (Agilent, número de catálogo G2939BA) y un chip de ADN 1000 (Agilent, 

número de catálogo 5067-1504) para determinar el tamaño promedio de cada biblioteca. 

También se cuantificaron las muestras a través de una reacción de qPCR utilizando el 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2X (Thermo Fisher Scientific, número de 

catálogo K0222) siguiendo las especificaciones del proveedor. Con los datos del tamaño y la 

concentración se determinó la concentración molar de cada muestra y se normalizaron a 4 

nM para su posterior secuenciación. Posteriormente las bibliotecas se secuenciaron 

utilizando un TG NextSeq® 500/550 High Output Kit v2 de 150 cycles (Illumina, número 

de catálogo TG-160-2002).  

 

Reconstrucción de los genomas de las cepas mutantes y silvestre e identificación de 

mutaciones en las cepas mutantes 

A las lecturas crudas obtenidas se les realizó un análisis de calidad utilizando el programa 

FastQC (Babraham Bioinformatics, 2020). Posteriormente las lecturas se alinearon con un 

genoma de referencia de rotavirus (GenBank EU636924-EU636934), utilizando el programa 

BWA-MEM (Li and Durbin, 2010). Posteriormente se obtuvieron las secuencias consenso 

de cada segmento genómico, utilizando SaMtools (Li et al., 2009), ver anexo IV. La 

secuencia consenso de cada segmento genómico de cada mutante se comparó con la 

secuencia consenso de su respectiva cepa silvestre, utilizando el programa MEGA versión X 

(Kumar et al., 2018). Se identificó cada uno de los cambios nucleotídicos presentes dentro 

del genoma de cada cepa mutante resistente y su respectiva cepa silvestre. Luego de traducir 

la secuencia de nucleótidos a aminoácidos se identificaron los cambios nucleotídicos que se 

traducen en cambios de aminoácidos y se identificaron los cambios de aminoácidos no 

conservados. Posteriormente se compararon las mutaciones observadas en la secuencia 

genómica de la mutante RRV1-B12b y la mutante RRV2-B12a. Se identificaron los dominios 

de las proteínas virales donde se observaron las mutaciones. 
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Localización de los cambios de aminoácido en modelos 3D de las proteínas afectadas  

Las secuencias de nucleótidos de los segmentos genómicos donde se observaron las 

mutaciones se tradujeron a secuencias de aminoácidos utilizando Translate del ExPASy 

Bioinformatics Resource Portal (Gasteiger et al., 2003) el 01-10-2020. La secuencia de 

aminoácidos de las proteínas VP2 y VP3 de RRV1, RRV2, RRV1-B12b y RRV2-B12a y de 

las proteínas NSP3 y NSP6 de RRV2 y RRV2-B12a se utilizaron para identificar los modelos 

3D con la secuencia de aminoácidos con mayor identidad y cobertura, estos modelos se 

utilizaron para construir los modelos 3D de las proteínas de interés utilizando Swiss-Model 

(Waterhouse et al., 2018) el 01-10-2020. Una vez construido el modelo 3D de las proteínas 

de interés se utilizó el programa UCSF ChimeraX 0.1 (Goddard et al., 2018) para superponer 

los modelos 3D de cada una de las proteínas de interés de cada mutante y su respectiva cepa 

silvestre e identificar las posiciones relativas de cada mutación. Los resultados de energía 

libre de Gibbs (∆∆G) también se obtuvieron como medida cuantitativa para predecir la 

estabilidad de la proteína con cada una de las mutaciones utilizando SDM-2 (Pandurangan et 

al., 2017). 
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Resultados  
Determinación del efecto citotóxico de 12 drogas en células MA-104  

Luego de realizar los ensayos de citotoxicidad utilizado las concentraciones indicadas en la 

columna 3 de la tabla 2 y 5 diluciones dobles seriadas, se identificaron las concentraciones 

de las 12 drogas con efecto citotóxico menor al 50%, ver tabla 3 y figuras del anexo V.  

 

Tabla 3. Concentración de 12 drogas con efecto citotóxico menor al 50% en células MA-104. 

Nombre de la droga  Concentración con efecto 
citotóxico < 50% 

Albendazol  32µM 

Benzimidazol  16 mM 

Benzotriazol  16 mM 

Fenbendazol  16µM 

Hidrocloruro de guanidina  20 mM 

Hidantoína  8 mM 

Imidazol  60.6 M 

Mebendazol  4 µM 

Quinolina  10 mM 

Ricobendazol  320 µM 

Tiabendazol  60 µM 

Trifenilmetano  16 µM 

 

Determinación del efecto inhibitorio de las drogas sobre la replicación del ARNcd de las 

clonas RRV1 y RRV2 

Con el fin de determinar el efecto inhibitorio sobre la replicación de rotavirus, se usaron 

inicialmente las concentraciones máximas de las 12 drogas que producen efecto citotóxico 

menor al 50% en células MA-104, ver columna 2 de la tabla 3. Para este fin se infectaron 

células MA-104 con RRV1 o RRV2 a una MOI de 5 y se adicionaron las distintas drogas a 

la concentración indicada. A las 18 hpi se determinó el rendimiento del genoma viral por 

electroforesis de ARNcd, tinción con nitrato de plata y densitometría. El ARNcd de la clona 

RRV1 no se detectó cuando fue tratado con benzimidazol a una concentración de 16 mM y 

quinolina a una concentración de 10 mM.  El ARNcd de la clona RRV1 disminuye en 

presencia de benzotriazol a una concentración de 16 mM, imidazol 60 mM y trifenilmetano 

a una concentración de 16 µM, ver figura 4. El ARNcd de la clona RRV2 no se detectó 

cuando la clona es tratada con 16 mM de benzimidazol y 10 mM de quinolina, ver figura 5. 
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Figura 4. Inhibición de la replicación del ARNcd de RRV1. Células MA-104 confluentes en 

placas de 6 pozos fueron infectadas con RRV1 a una MOI de 5, el primer carril se utilizó 

como testigo positivo, a las 2 hpi en los carriles 2 al 13 se añadieron las concentraciones 

indicadas de benzimidazol (Ben), albendazol (Alb), fenbendazol (Fen), benzotriazol (Btl), 

hidrocloruro de guanidina (H-G), hidantoína (Hid), imidazol (Imi), mebendazol (Meb), 

quinolina (Qui), ricobendazol (Ric), tiabendazol (Tia) o trifenilmetano (Tri). Las células 

fueron cosechadas a las 18 hpi y el ARNcd fue extraído y procesado mediante gel de 

poliacrilamida y teñido con nitrato de plata.  
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Figura 5. Inhibición de la replicación del ARNcd de RRV2. Células MA-104 confluentes en 

placas de 6 pozos fueron infectadas con RRV2 a una MOI de 5, el primer carril se utilizó 

como testigo positivo, a las 2 hpi en los carriles 2 al 13 se añadieron las concentraciones 

indicadas de albendazol (Alb), benzimidazol (Ben), benzotriazol (Btl), fenbendazol (Fen), 

hidrocloruro de guanidina (H-G), hidantoína (Hid), imidazol (Imi), mebendazol (Meb), 

quinolina (Qui), ricobendazol (Ric), tiabendazol (Tia) o trifenilmetano (Tri). Las células 

fueron cosechadas a las 18 hpi y el ARNcd fue extraído y procesado mediante gel de 

poliacrilamida y teñido con nitrato de plata.  
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 Determinación de la dosis inhibitoria 50% de benzimidazol y quinolina sobre la replicación 

del ARNcd de las cepas RRV1 y RRV2  

Luego de identificar a benzimidazol y quinolina como las únicas drogas capaces de inhibir 

la replicación del ARNcd de las dos clonas RRV1 y RRV2, se determinaron las dosis 

inhibitorias 50% de estas dos drogas. Para este fin se infectaron células MA-104 con RRV1 

o RRV2 a una MOI de 1, se adicionaron distintas concentraciones de benzimidazol o 

quinolina y a las 18 hpi se determinó el rendimiento del genoma viral por electroforesis de 

ARNcd, tinción con nitrato de plata y densitometría. A partir de tres ensayos independientes 

se encontró que la dosis inhibitoria 50% de benzimidazol sobre RRV1 es de 3.2 mM y para 

RRV2 es de 5.7 mM, ver figuras 6 y 8. Benzimidazol inhibe totalmente la replicación del 

ARNcd a una concentración de 16 mM tanto para RRV1 como para RRV2. Además, 

benzimidazol a una concentración de 8 mM inhibe totalmente el ARNcd para RRV1 y 

solamente de manera parcial para RRV2. Finalmente, benzimidazol a una concentración de 

4 mM no inhibe el ARNcd para RRV2 y solamente de manera parcial para RRV1. Por otro 

lado, la dosis inhibitoria 50% de quinolina sobre RRV1 es de 1.9 mM y para RRV2 es de 2.6 

mM, ver figuras 7 y 9. Quinolina a una concentración de 10 mM inhibe completamente el 

ARNcd de RRV1 y de manera parcial el de RRV2. Además, quinolina a una concentración 

de 5 mM no inhibe el ARNcd de RRV2, pero inhibe el de RRV1. Finalmente, quinolina a 

una concentración de 2.5 mM no inhibe el ARNcd de RRV1 ni de RRV2. 
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Figura 6. Benzimidazol inhibe la replicación de RRV1. Células MA-104 confluentes en 

placas de 6 pozos fueron infectadas con una MOI = 1 de RRV1, 2 hpi se añadieron 0, 2, 4, 8 

o 16 mM de benzimidazol. Las células fueron cosechadas a las 18 hpi y el ARN fue extraído 

y procesado mediante gel de poliacrilamida y teñido con nitrato de plata. La cantidad de 

ARNcd viral fue medido mediante densitometría con base en tres ensayos independientes. 

Los datos son presentados como medias ± la desviación estándar (** = P < 0.01, *** = P < 

0.001, prueba t de student). 
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Figura 7. Quinolina inhibe la replicación de RRV1. Células MA-104 confluentes en placas 

de 6 pozos fueron infectadas con una MOI = 1 de RRV1, 2 hpi se añadieron 0, 1.25, 2.5, 5 o 

10 mM de quinolina. Las células fueron cosechadas a las 18 hpi y el ARN fue extraído y 

procesado mediante gel de poliacrilamida y teñido con nitrato de plata. La cantidad de 

ARNcd viral fue medido mediante densitometría con base en tres ensayos independientes. 

Los datos son presentados como medias ± la desviación estándar ((* = P < 0.1, ** = P < 0.01, 

prueba t de student). 
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Figura 8. Benzimidazol inhibe la replicación de RRV2. Células MA-104 confluentes en 

placas de 6 pozos fueron infectadas con una MOI = 1 de RRV2, 2 hpi se añadieron 0, 2, 4, 8 

o 16 mM de benzimidazol. Las células fueron cosechadas a las 18 hpi y el ARN fue extraído 

y procesado mediante gel de poliacrilamida y teñido con nitrato de plata. La cantidad de 

ARNcd viral fue medido mediante densitometría con base en tres ensayos independientes. 

Los datos son presentados como medias ± la desviación estándar (*** = P < 0.001, **** = 

P < 0.0001, prueba t de student). 
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Figura 9. Quinolina inhibe la replicación de RRV2. Células MA-104 confluentes en placas 

de 6 pozos fueron infectadas con una MOI = 1 de RRV2, 2 hpi se añadieron 0, 1.25, 2.5, 5 o 

10 mM de quinolina. Las células fueron cosechadas a las 18 hpi y el ARN fue extraído y 

procesado mediante gel de poliacrilamida y teñido con nitrato de plata. La cantidad de 

ARNcd viral fue medido mediante densitometría con base en tres ensayos independientes. 

Los datos son presentados como medias ± la desviación estándar (*** = P < 0.001, prueba t 

de student). 
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Selección de mutantes resistentes de RRV1 y RRV2 a benzimidazol y quinolina  

Con el fin de obtener mutantes de rotavirus resistentes a las dos drogas que inhiben su 

replicación, se realizaron 12 pases selectivos de RRV1 o RRV2 en presencia de 

concentraciones inhibitorias de benzimidazol o quinolina. Así se obtuvieron tres cepas 

derivadas de RRV1: RRV1-B12b seleccionada con benzimidazol, así como RRV1-Q12b y 

RRV1-Q12a seleccionadas con quinolina. También se obtuvieron tres cepas derivadas de 

RRV2: RRV2-B12b y RRV2-B12a seleccionadas con benzimidazol, así como RRV2-Q12b 

seleccionada con quinolina. Posteriormente se realizaron ensayos de inhibición de ARNcd 

para identificar cuales cepas, luego del proceso de selección, resisten al tratamiento (figuras 

10 a la 15).  

La replicación de ARNcd de la cepa RRV1-B12b resiste el efecto de 8 mM de benzimidazol 

alrededor de un 27%, mientras que la cepa silvestre es inhibida completamente cuando se le 

aplica el mismo tratamiento, ver figura 10. Por otro lado, la replicación de ARNcd de las 

cepas RRV1-Q12a y RRV1-Q12b es inhibido con 5 mM de quinolina, ver figuras 11 y 12. 

La replicación de ARNcd de la cepa RRV2-B12a resiste un 72% el efecto de benzimidazol 

8 mM, mientras que la cepa silvestre resiste la inhibición alrededor de un 14%, ver figura 13. 

Por otro lado, la replicación de ARNcd de la cepa RRV2-B12b no resiste el efecto de 

benzimidazol 8 mM, más allá de lo que la cepa silvestre lo hace, ver figura 14. Finalmente, 

la replicación de ARNcd de la cepa RRV2-Q12b no resiste el tratamiento con quinolina 5 

mM, ver figura 15.  
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Figura 10. RRV1-B12b resiste parcialmente el tratamiento con benzimidazol 8 mM. Células 

MA-104 confluentes en placas de 6 pozos fueron infectadas con RRV1-B12b (br) o RRV1 

(wt) a una MOI de 1, y a las 2 hpi se agregó o no benzimidazol 8 mM. A las 18 hpi el ARN 

fue extraído, procesado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y teñido con nitrato 

de plata. La cantidad de ARNcd viral fue medida mediante densitometría con base en tres 

ensayos independientes. Los datos se presentan como la media más menos la desviación 

estándar (** = P < 0.01, *** = P < 0.001, prueba t de student). 
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Figura 11. RRV1-Q12a no resiste el tratamiento con quinolina 5 mM. Células MA-104 

confluentes en placas de 6 pozos fueron infectadas con RRV1-Q12a (qr) o RRV1 (wt) a una 

MOI de 1, y a las 2 hpi se agregó o no quinolina 5 mM. A las 18 hpi el ARN fue extraído, 

procesado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y teñido con nitrato de plata. La 

cantidad de ARNcd viral fue medida mediante densitometría con base en tres experimentos 

independientes. Los datos se presentan como la media más menos la desviación estándar (** 

= P < 0.01, *** = P < 0.001, ns = no significancia, prueba t de student). 
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Figura 12. RRV1-Q12b no resiste el tratamiento con quinolina 5 mM. Células MA-104 

confluentes en placas de 6 pozos fueron infectadas con RRV1-Q12b (qr) o RRV1 (wt) a una 

MOI de 1, y a las 2 hpi se agregó o no quinolina 5 mM. A las 18 hpi el ARN fue extraído, 

procesado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y teñido con nitrato de plata. La 

cantidad de ARNcd viral fue medida mediante densitometría con base en tres experimentos 

independientes. Los datos se presentan como la media más menos la desviación estándar (** 

= P < 0.01, *** = P < 0.001, ns = no significancia, prueba t de student). 
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Figura 13. RRV2-B12a resiste el tratamiento con benzimidazol 8 mM. Células MA-104 

confluentes en placas de 6 pozos fueron infectadas con RRV2-B12a (br) o RRV2 (wt) a una 

MOI de 1, y a las 2 hpi se agregó o no benzimidazol 8 mM. A las 18 hpi el ARN fue extraído, 

procesado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y teñido con nitrato de plata. La 

cantidad de ARNcd viral fue medida mediante densitometría con base en tres experimentos 

independientes. Los datos se presentan como la media más menos la desviación estándar (** 

= P < 0.01, *** = P < 0.001, ns = no significancia, prueba t de student). 
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Figura 14. RRV2-B12b no resiste el tratamiento con benzimidazol 8 mM. Células MA-104 

confluentes en placas de 6 pozos fueron infectadas RRV2-B12b (br) o RRV2 (wt) a una MOI 

de 1, y a las 2 hpi se agregó o no benzimidazol 8 mM. A las 18 hpi el ARN fue extraído, 

procesado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y teñido con nitrato de plata. La 

cantidad de ARNcd viral fue medida mediante densitometría con base en tres experimentos 

independientes. Los datos se presentan como la media más menos la desviación estándar (* 

= P < 0.1, ** = P < 0.01, ns = no significancia, prueba t de student). 
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Figura 15. RRV2-Q12b no resiste el tratamiento con quinolina 5 mM. Células MA-104 

confluentes en placas de 6 pozos fueron infectadas con RRV2-Q12b (qr) o RRV2 (wt) a una 

MOI de 1, y a las 2 hpi se agregó o no quinolina 5 mM. A las 18 hpi el ARN fue extraído, 

procesado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y teñido con nitrato de plata. La 

cantidad de ARNcd viral fue medida mediante densitometría con base en tres experimentos 

independientes. Los datos se presentan como la media más menos la desviación estándar (*** 

= P < 0.001, ns = no significancia, prueba t de student). 
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Secuenciación del genoma de las mutantes resistentes a benzimidazol (RRV1-B12b y RRV2-

B12a) y sus respectivas cepas silvestres (RRV1 y RRV2)   

Con el fin de identificar al gen blanco de benzimidazol se purificaron por sedimentación en 

gradientes de sacarosa las cepas silvestres RRV1 y RRV2, así como sus mutantes 

seleccionadas durante 12 pases seriados en presencia de la droga, RRV1-B12b y RRV2-

B12a. Para minimizar la contaminación con ADN o ARN celulares se trataron los virus con 

desoxiribonucleasa y ribonucleasas, y posteriormente se extrajeron y purificaron sus ácidos 

nucleicos. Finalmente se realizó secuenciación de cada cepa por RNAseq. Por cada cepa 

secuenciada se obtuvieron 2 archivos FASTQ que en conjunto contenían más de 25 millones 

de lecturas, con una longitud de 76 nt y un valor de Q mayor a 30 por base ver tabla 4. 

 

Tabla 4. Lecturas obtenidas de cada genoma luego del proceso de secuenciación. 
 

Muestra Archivos FASTQ # de lecturas  Longitud de lecturas Valor Q  

RRV1 RRV1_R1 
33,480,576 76  > 30 

RRV1_R2 

RRV1-B12b RRV1-B12b_R1 
25,086,446 76  > 30 

RRV1-B12b_R2 

RRV2 RRV2_R1 
25,652,142 76 > 30 

RRV2_R2 

RRV2-B12a RRV2-B12a_R1 
26,955,090 76  > 30 

RRV2-B12a_R2 

 

Reconstrucción de los genomas de las cepas mutantes y silvestre e identificación de 

mutaciones en las cepas mutantes 

Se logró obtener por lo menos una cobertura del 99.94% para cada genoma. Los nucleótidos 

faltantes fueron ≤ 5 en posiciones no traducidas y conservadas de los extremos 5’ o 3’ de 

algunos segmentos. El valor promedio de profundidad alcanzado fue ≥ 5,817 con una 

desviación estándar de 2,127 para cada muestra. En el anexo VI se indica el número de 

nucleótidos y la cobertura obtenidos de cada segmento genómico y de cada genoma. Se 

indican los nucleótidos faltantes de cada segmento genómico. También se indica la 

profundidad con su desviación estándar de cada genoma. 

Al comparar la secuencia de nucleótidos de los genomas de la mutante RRV1-B12b y la cepa 

silvestre RRV1 se observaron 3 mutaciones en el segmento 2 (todas ellas transiciones) y una 
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mutación en el segmento 3 (una transversión), y todas estas son bases mixtas donde una de 

ellas es compartida con la cepa silvestre, ver tabla 5.  

Al comparar la secuencia de nucleótidos de los genomas de la mutante RRV2-B12a y la cepa 

silvestre RRV2 se observaron 4 mutaciones en el segmento 2 y una mutación en cada uno de 

los segmentos 3, 7 u 11, siendo todas estas bases mixtas donde una de las dos es compartida 

con la cepa silvestre, ver tabla 5. De las 7 mutaciones en RRV2-B12a una en el segmento 2 

es una transversión y las 6 restantes son transiciones.  

Interesantemente, solo una mutación en el segmento 2 del genoma viral (G2,414 → R[G/A]) 

es compartida por las dos mutantes, ver tabla 5. 

 

Tabla 5. Ubicación y tipo de cambios nucleotídicos observados en la cepa mutante RRV1-

B12b vs su respectiva cepa silvestre RRV1 y la cepa mutante RRV2-B12a vs su respectiva 

cepa silvestre RRV2.  
Segmento genómico* RRV1 RRV1-B12b RRV2 RRV2-B12a 

1/VP1/3302 nt -- -- -- -- 

2/VP2/2708 nt 1209 (C) 

2375 (G) 

2414 (G)* 

1209 (Y) 

2375 (R) 

2414 (R)* 

410 (A) 

502 (G) 

2414 (G)* 
2452 (T) 

410 (M) 

502 (R) 

2414 (R)* 
2452 (Y) 

3/VP3/2591 nt 1517 (A) 1517 (M) 2540 (T) 2540 (Y) 

4/VP4/2362 nt -- -- -- -- 

5/NSP1/1600 nt -- -- -- -- 

6/VP6/1356 nt -- -- -- -- 

7/NSP3/1078 nt -- -- 371 (A) 371 (R) 

8/NSP2/1059 nt -- -- -- -- 

9/VP7/1062 nt/ -- -- -- -- 

10/NSP4/750 nt -- -- -- -- 

11/NSP5 - NSP6/667 nt -- -- 162 (A) 162 (R) 

* GenBank: EU636924-EU636934. nt = nucleótidos. A = adenina; G = guanina; C = citocina; T = timina; Y = C o T; R = G o A; M = A o C. 

 

 

Las 4 mutaciones observadas en la cepa RRV1-B12b se traducen en cambios de aminoácido 

(mutaciones no sinónimas) de estas solo el cambio de aminoácido del residuo 398 de VP2 es 

un cambio de aminoácido no conservado. En el caso de las 7 mutaciones observadas en la 

cepa RRV2-B12a solo 5 se traducen en cambios de aminoácido (mutaciones no sinónimas) 

de estas solo el cambio de aminoácido del residuo 116 de NSP3 es un cambio de aminoácido 

no conservado. En el caso de la mutación observada en la posición 162 en el segmento 11, 

esta solo se traduce en un cambio de aminoácido (mutación no sinónima) en la proteína NSP6 

y no en la proteína NSP5, ya que este segmento codifica a ambas proteínas en marcos de 
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lectura traslapados. El cambio nucleotídico observado en la posición 2,414 del segmento 2 

de ambas mutantes se traduce a un cambio de aminoácido mixto (D/N) en el residuo 800 de 

la proteína VP2. En la tabla 6 se indica la deducción a aminoácidos de los cambios 

nucleotídicos observados en a tabla 5.  

 

Tabla 6. Ubicación y tipo de cambios de aminoácidos observados entre la cepa mutante 

RRV1-B12b vs su respectiva cepa silvestre RRV1 y la cepa mutante RRV2-B12a vs su 

respectiva cepa silvestre RRV2.  
Seg. Genómico■ RRV1 RRV1-B12b RRV2 RRV2-B12a 
1/VP1/1088 aa -- -- -- -- 

2/VP2/ 887 aa 398 (T) 

787 (A) 

800 (D)* 

398 (T/I)● 

787 (A/T) 

800 (D/N)* 

132 (I) 

162 (L) ♦ 

800 (D)* 
812 (D) ♦ 

132 (I/L) 

162 (L) ♦ 

800 (D/N)* 
812 (D) ♦ 

3/VP3/835 aa 490 (I) 490 (I/L) 831 (F) 831 (F/L) 

4/VP4/776 aa -- -- -- -- 

5/NSP1/501 aa -- -- -- -- 

6/VP6/397 aa -- -- -- -- 

7/NSP3/313 aa -- -- 116 (K) 116 (K/E)● 

8/NSP2/317 aa -- -- -- -- 

9/VP7/326 aa -- -- -- -- 

10/NSP4/175 aa -- -- -- -- 

11/NSP5-NSP6/198 aa-92 aa -- -- 47 (A) [NSP5] ♦ 

28 (H) [NSP6] 

47 (A) [NSP5] ♦ 

28 (R) [NSP6] 

■ GenBank: EU636924-EU636934 aa = aminoácidos; I = isoleucina; L = leucina; D = ácido aspártico; N = 

asparagina; F = fenilalanina; K = lisina; E = ácido glutámico; H = histidina; R = arginina; T = treonina; A = 

alanina. ♦ indica que no hubo cambio de aminoácido con el cambio de nucleótido observado en la tabla 7. * 

indica el cambio de aminoácido compartido entre las mutantes. ● indica cambio de aminoácido no conservado. 

 

 
Localización de los cambios de aminoácido en modelos 3D de las proteínas afectadas  

En el anexo VII se indican los modelos 3D construidos de cada proteína afectada por las 

mutaciones, las referencias utilizadas, los valores de GMQE (del inglés Global Model 

Quality Estimation), QMEAN (del inglés Qualitative Model Energy Analysis) y el porcentaje 

de cobertura e identidad de cada modelo obtenido con respecto a su referencia. En las figuras 

16 a la 21, se muestran las posiciones relativas y los valores de ∆∆G de cada mutación. 
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Figura 16. Localización de las mutaciones en VP2 de RRV1-B12b. Las secuencias de 

nucleótidos del segmento 2 de RRV1 y de RRV1-B12b se tradujeron a aminoácidos y se 

construyeron los respectivos modelos 3D, posteriormente se superpusieron y se localizaron 

las mutaciones en VP2 de RRV1-B12b, también se calculó el ∆∆G de cada mutación. En 

color amarillo el extremo N-terminal, del dominio principal se indica: en color azul la región 

apical, en color verde la región central y en color rojo la región de dimerización. Con un 

cuadro blanco se indica la posición relativa de cada una de las mutaciones observadas en VP2 

de RRV1-B12b. La superposición de la región de cada mutación se indica en color gris para 

RRV1 y en color blanco para RRV1-B12b. También se indican los valores de ∆∆G 

calculados de cada mutación. 
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Figura 17. Localización de las mutaciones en VP2 de RRV2-B12a. Las secuencias de 

nucleótidos del segmento 2 de RRV2 y de RRV2-B12a se tradujeron a aminoácidos y se 

construyeron los respectivos modelos 3D, posteriormente se superpusieron y se localizaron 

las mutaciones en VP2 de RRV2-B12a, también se calculó el ∆∆G de cada mutación. En 

color amarillo se indica el extremo N-terminal, del dominio principal se indica: en color azul 

la región apical, en color verde la región central y en color rojo la región de dimerización. 

Con un cuadro blanco se indica la posición relativa de cada una de las mutaciones observadas 

en VP2 de RRV2-B12a. La superposición de la región de cada mutación se indica en color 

gris para RRV2 y en color blanco para RRV2-B12a. También se indican los valores de ∆∆G 

calculados de cada mutación. 
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Figura 18. Localización de la mutación en VP3 de RRV1-B12b. Las secuencias de 

nucleótidos del segmento 3 de RRV1 y de RRV1-B12b se tradujeron a aminoácidos y se 

construyeron los respectivos modelos 3D, posteriormente se superpusieron y se localizó la 

mutación en VP3 de RRV1-B12b, también se calculó el ∆∆G de la mutación. En color rojo 

se indica el extremo N-terminal, en color verde la región correspondiente al dominio N7-

MTase, en color naranja la región correspondiente al dominio 2’-O-MTase, en color azul la 

región RTPase/GTase y en color rosa la región correspondiente al dominio PDE 

(fosfodiesterasa). Con un cuadro blanco se indica la posición relativa de la mutación 

observada en VP3 de RRV1-B12b. La superposición de la región de la mutación se indica en 

color gris para RRV1 y en color blanco para RRV1-B12b. También se indica el valor de ∆∆G 

calculado de la mutación. 
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Figura 19. Localización de la mutación en VP3 de RRV2-B12a. Las secuencias de 

nucleótidos del segmento 3 de RRV2 y de RRV2-B12a se tradujeron a aminoácidos y se 

construyeron los respectivos modelos 3D, posteriormente se superpusieron y se localizó la 

mutación en VP3 de RRV2-B12a, también se calculó el ∆∆G de dicha mutación. En color 

rojo se indica el extremo N-terminal, en color verde la región correspondiente al dominio 

N7-MTase, en color naranja la región correspondiente al dominio 2’-O-MTase, en color azul 

la región RTPase/GTase y en color rosa la región correspondiente al dominio PDE. Con un 

cuadro blanco se indica la posición relativa de la mutación observada en VP3 de RRV2-

B12a. La superposición de la región de la mutación se indica en color gris para RRV2 y en 

color blanco para RRV2-B12a. También se indica el valor de ∆∆G calculado de la mutación. 
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Figura 20. Localización de la mutación en NSP3 de RRV2-B12a. Las secuencias de 

nucleótidos del segmento 7 de RRV2 y de RRV2-B12a se tradujeron a aminoácidos y se 

construyeron los respectivos modelos 3D, posteriormente se superpusieron y se localizó la 

mutación en NSP3 de RRV2-B12a, también se calculó el ∆∆G de dicha mutación. En color 

verde se indica el extremo N-terminal (1-170 aa), en color rojo se indica el extremo carboxilo 

terminal (206-313 aa) y en color blanco se indican los aminoácidos 171-205. Con un cuadro 

blanco se indica la posición relativa de la mutación observada en NSP3 de RRV2-B12a. La 

superposición de la región de la mutación se indica en color gris para RRV2 y en color blanco 

para RRV2-B12a. También se indica el valor de ∆∆G calculado de la mutación. 
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Figura 21. Localización de la mutación en NSP6 de RRV2-B12a. Las secuencias de 

nucleótidos del segmento 11 de RRV2 y de RRV2-B12a se tradujeron a aminoácidos, se 

seleccionó el marco de lectura correspondiente a NSP6, y se construyeron los respectivos 

modelos 3D, posteriormente se superpusieron y se localizó la mutación en NSP6 de RRV2-

B12a, también se calculó el ∆∆G de dicha mutación. En color rojo se indica el extremo N-

terminal, en color azul se indica el extremo carboxilo terminal y en color verde se indican los 

aminoácidos 13-52. Con un cuadro blanco se indica la posición relativa de la mutación 

observada en NSP6 de RRV2-B12a. La superposición de la región de la mutación se indica 

en color gris para RRV1 y en color blanco para RRV2-B12a. También se indica el valor de 

∆∆G calculado de la mutación. 
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Discusión y conclusiones  
 
En este trabajo se encontró que el benzimidazol inhibe la replicación del ARNcd de dos 

clonas de la cepa RRV de rotavirus utilizando concentraciones milimolares. En trabajos 

previos se han identificado derivados de benzimidazol con actividad antirotaviral, sin 

embargo, ninguno de ellos satisface los requerimientos para ser considerado como un 

tratamiento efectivo contra rotavirus. En el 2012 (Bassyouni et al., 2012) se evaluó el efecto 

inhibitorio en la replicación de rotavirus por 8 drogas derivadas de benzimidazol, en dicho 

trabajo solo 2 de las drogas identificadas como 12a y 12b, inhibieron la replicación de ARNcd 

de la cepa Wa de rotavirus in vitro utilizando concentraciones micromolares. Por otro lado, 

en el 2015 (Shaker et al., 2015) se evaluó el efecto inhibitorio en la replicación de rotavirus 

de 17 drogas derivadas del benzimidazol, en dicho trabajo solo 3 de las drogas identificadas 

como 17a, 17b y 18a, inhibieron la replicación de ARNcd de la cepa Wa de rotavirus in vitro, 

también en concentraciones micromolares. En este estudio encontramos que el benzimidazol 

a concentraciones milimolares presenta propiedades antirotavirales pero también efecto 

citotóxico menor al 50%. El benzimidazol por sí solo no es atractivo como droga terapéutica 

debido a que su efecto inhibitorio de la replicación de rotavirus solo se observa a 

concentraciones con efecto citotóxico a las 18 hpi, pero si es una droga que puede ser 

utilizada como herramienta para seleccionar mutantes resistentes a su efecto antirotaviral.   

En este trabajo se encontró que la quinolina inhibe la replicación del ARNcd de las dos clonas 

de RRV a concentraciones milimolares. En 1983 (Bednarz-Prashad and John, 1983) se 

reportó a un derivado de la quinolina que a concentraciones micromolares presenta 

propiedades antirotavirales sobre la cepa EDIM de origen murino, en dicho trabajo se 

especula que el efecto del clioquinol (5-chloro-7-iodo-8-hydroxyquinolinol) se lleva a cabo 

en el lumen intestinal. Se hipotetiza que, debido a un efecto de quelación de los cationes 

divalente, modifica la capa más externa de la partícula viral, inhibiendo la capacidad de 

rotavirus de infectar a las células intestinales. En este estudio encontramos que quinolina 

tiene efecto antirotaviral a pesar de haber sido añadida posteriormente a la adsorción e 

internalización de rotavirus, lo que implica que tiene capacidad para inhibir la replicación 

viral en etapas posteriores a estos eventos. Quinolina a concentraciones milimolares presenta 

propiedades antirotavirales, pero también efecto citotóxico menor al 50% a las 18 hpi. 
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Quinolina no es atractivo como droga terapéutica debido a su pobre efecto inhibitorio a 

concentraciones citotóxicas a las 18 hpi, pero sirve como antecedente para buscar entre sus 

derivados drogas con efecto antirotaviral.   

Luego de 12 pases selectivos en presencia de quinolina no se observó resistencia a esta droga 

por parte de las cepas seleccionadas, por lo que hasta el momento no se puede responder si 

es posible seleccionar mutantes resistentes al efecto inhibitorio de quinolina. Por otro lado, 

12 pases de replicación viral en presencia de benzimidazol permitieron que las clonas RRV1 

y RRV2 adquirieran mutaciones que les confieren resistencia a esta droga. A la fecha no 

existen reportes de replicación de rotavirus en presencia de quinolina, de benzimidazol o 

alguno de los derivados de estas dos drogas con fines de generar mutantes resistentes e 

identificar la proteína viral blanco. La secuenciación del genoma de rotavirus y su asociación 

con fenotipos de las mutantes temperatura sensibles ha permitido analizar la función de los 

dominios de algunas de sus proteínas, por ejemplo el dominio N terminal de VP1, en el cual 

se observó una mutación que se relaciona con disminución en la replicación viral, en la 

síntesis de ARNcd, en la síntesis de proteínas y en la morfogénesis viral a una temperatura 

de 39°C (McKell et al., 2017). En este estudio se logró identificar a benzimidazol como una 

droga que permite seleccionar mutantes resistentes a su efecto inhibitorio sobre la replicación 

de ARNcd de rotavirus. Secuenciado el genoma completo de las dos mutantes resistentes al 

efecto inhibitorio de benzimidazol y sus respectivas cepas silvestres se logró identificar el 

segmento genómico mayormente afectado por esta droga. 

La región genómica mayormente afectada por las mutaciones nucleotídicas fue la misma para 

las dos mutantes, el segmento genómico 2 que codifica para la proteína VP2. De las 7 

mutaciones nucleotídicas observadas en el dominio principal de VP2 de las dos mutantes dos 

de ellas son mutaciones silenciosas (no hay cambio de aminoácido) localizadas en RRV2-

B12a, de las 5 mutaciones que se traducen en cambio de aminoácido en las dos mutantes solo 

una de ellas, observada en RRV1-B12b, es un cambio de aminoácido no conservado mixto 

(T398T/I). El dominio principal de VP2 es el único dominio de todas las proteínas de 

rotavirus que presenta más de un cambio de aminoácido, en el residuo 800, se localiza la 

única mutación que está presente tanto en RRV1-B12b como en RRV2-B12a. El número de 

mutaciones nucleotídicas y su localización dentro de la región del segmento 2 que codifica 
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para el dominio principal de la proteína VP2 y sobre todo la mutación observada en los dos 

genomas sugieren que estos cambios nucleotídicos le permiten a las dos mutantes evadir el 

efecto inhibitorio de benzimidazol sobre la replicación del ARNcd de rotavirus. La proteína 

VP2 con una longitud de 887 aminoácidos es el principal componente de la nucleocápside 

de rotavirus, 120 monómeros se organizan en 12 unidades decaméricas, en cada monómero 

de VP2 se reconoce al dominio amino terminal (NTD) correspondiente a los aminoácidos 1 

al 100 y el dominio principal correspondiente a los aminoácidos 101 al 880, el cual puede ser 

dividido en tres subdominios: el apical, el central y el que forma dímeros (Boudreaux et al., 

2013; McClain et al., 2010). El NTD de VP2 interactúa con VP1 (Zeng et al., 1998), VP3 y 

los ARN+ virales (Labbe et al., 1994; McDonald et al., 2009; Patton et al., 1997; Zeng et al., 

1998), lo cual es fundamental para la incorporación de estos 3 componentes de la 

nucleocápside, la activación de la ARN polimerasa dependiente de ARN para que se lleve a 

cabo la síntesis de los 11 segmentos genómicos del rotavirus (Guglielmi et al., 2011; Lawton 

et al., 1997; Patton et al., 1997). En el 2011 se reportó la importancia de los subdominios 

apical y/o central (del dominio principal) en el proceso de activación de la ARN polimerasa 

(Mcdonald and Patton, 2011). Se ha descrito previamente que una sola mutación localizada 

en el subdominio apical del dominio principal de VP2 interfiere con la formación de la capa 

proteica de rotavirus (Mansell et al., 1994). Se ha reportado que mutaciones en el subdominio 

central del dominio principal de VP2 puede interferir en la interacción entre VP2 y NSP5, 

dando como resultado defectos en el ensamble de viroplasmas y bloqueando la síntesis de 

ARN viral (Buttafuoco et al., 2020). Por otro lado, la interacción entre VP2 y NSP5 es 

necesaria para que el complejo VP1, VP3, VP2 y los ARN+ virales interactúe de manera 

indirecta con NSP2 y se lleve a cabo la síntesis de la cadena negativa para producir cada uno 

de los 11 ARNcd (Berois et al., 2003). Dos de los 3 cambios de aminoácido observados en 

VP2 de RRV1-B12b se localizan en el subdominio relacionado con la formación de dímeros 

del dominio principal, de estos la mutación A787A/T es la que presenta el valor de ∆∆G (-

1.53) más bajo de todas las mutaciones en los dos genomas, el tercer cambio de aminoácido 

es un cambio no conservado y se localiza en el subdominio apical del dominio principal de 

VP2, presenta un valor de ∆∆G = 0.64. Uno de los 2 cambios de aminoácido observados en 

VP2 de RRV2-B12a se localiza en el subdominio central con un valor de ∆∆G = 0.42, el 
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segundo cambio de aminoácido se localiza en el subdominio relacionado con la formación 

de dímeros del dominio principal de VP2. De los 5 cambios de aminoácido observados en el 

dominio principal de VP2 en las 2 mutantes 3 de ellos se localizan en el subdominio 

relacionado con la formación de dímeros, el que se localiza en el residuo 800 está presente 

en las dos mutantes con un valor de ∆∆G = -0.44. Los hallazgos de este trabajo pueden 

relacionar al fenotipo de las mutantes con una alteración en la formación de los viroplasmas, 

en un ensamble negativo de las partículas virales interrumpiéndose al mismo tiempo la 

síntesis de ARNcd o con una deficiente interacción entre VP2 y VP1 no activándose la ARN 

polimerasa dependiente de ARN y, por lo tanto, no se lleve a cabo la síntesis de ARNcd.  

En cada mutante resistente a benzimidazol se localiza una mutación nucleotídica en el 

segmento 3 que codifica para la proteína VP3. Cada mutación nucleotídica se traduce en un 

cambio de aminoácido conservado en la proteína VP3, aunque en dominios diferentes. VP3 

se une a los ARN+ y mediante su actividad de guanililtransferasa añade una caperuza a cada 

uno de los 11 ARN+ en su extremo 5’ (Ogden et al., 2014; Ramanathan et al., 2016), gracias 

a su dominio que se encuentra entre los aminoácidos 171 al 690 (Brandmann and Jinek, 

2015). VP3 en su dominio carboxilo terminal, entre los aminoácidos 697 y 835, codifica una 

fosfodiesterasa (PDE), la cual presenta dos motivos catalíticos (HxT/S) que puede cortar a la 

2’-5’-oligoadenilato sintetasa previniendo la activación de RNasa L, lo cual favorece la 

replicación viral antagonizando la respuesta inmune innata antiviral de la célula (Brandmann 

and Jinek, 2015; Mazumder et al., 2002; Ogden et al., 2014; Rong Zhang, Babal K. Jha, 

Kristen M. Ogden, Beihua Dong, Ling Zhao, Ruth Elliott, John T. Patton, Robert H. 

Silverman, 2013). Una de las 4 mutaciones observadas en el genoma de RRV1-B12b se 

traduce en un cambio de aminoácido en el residuo 490 el cual se ubica en el dominio con 

actividad guanililtransferasa de la proteína VP3, esta mutación presentó un valor de ∆∆G = -

0.8. Por otro lado, una de las 5 mutaciones nucleotídicas observadas en la mutante RRV2-

B12a se traduce en un cambio de aminoácido conservado en el residuo 831 el cual se ubica 

en el dominio carboxilo terminal específicamente en la región que codifica para PDE, pero 

alejado de los sitios catalíticos de PDE de la proteína VP3, esta mutación presentó un valor 

de ∆∆G = 0.57. La relación entre las mutaciones observadas en el segmento 3 de cada 
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mutante con la resistencia al efecto inhibitorio de benzimidazol queda poco clara, aunque no 

puede descartarse.   

Solamente en la mutante RRV2-B12a se observó una mutación nucleotídica en el segmento 

7 que codifica para la proteína NSP3. NSP3 presenta un dominio N-terminal (NTD) ubicado 

entre los aminoácidos 1 y 170, el cual le permite formar homodímeros, además de unirse al 

extremo 3’ de los ARN+ virales mediante la secuencia consenso GACC de estos, actividad 

homóloga a la que presenta la proteína que se une a poli-A (del inglés poly(A)-binding 

protein PABP) sobre los ARN mensajeros eucarióticos (Piron et al., 1999; Poncet et al., 1994, 

1993; Vende et al., 2000). NSP3 gracias a su dominio C-terminal (CTD) ubicado entre los 

aminoácidos 206 a 313, interactúa con un segmento de eIF4G, el cual se sobrepone con el 

sitio de unión de la PABP (Piron et al., 1999; Vende et al., 2000). La interacción de NSP3 

con ssRNA+ y con eIF4G facilita la transcripción de los ARN+ virales, mientras bloquea el 

reclutamiento de PABP por eIF4G (Michel et al., 2000; Vende et al., 2000). El cambio de 

aminoácido en el dominio amino terminal de la proteína NSP3, específicamente en el residuo 

116 de la proteína NSP3, es el único cambio de aminoácido no conservado en el genoma de 

RRV2-B12a, además de presentar el valor de ∆∆G (0.87) más elevado de todas las 

mutaciones observadas en los dos genomas. Dicha mutación no explica con claridad la 

resistencia de las dos mutantes al efecto inhibitorio del ARNcd de benzimidazol. 

Solamente en la mutante RRV2-B12a se observó una mutación nucleotídica en el segmento 

11 que codifica para las proteínas NSP5 y NSP6 en marcos de lectura diferentes. Dicha 

mutación se traduce en cambio de aminoácido solo en NSP6 en el residuo 28. NSP6 

codificada por el segmento 11 (Mohan et al., 2006) puede presentar variación en el número 

de aminoácidos que la conforman (algunas cepas con 92 aa (cepa RRV), otras con hasta 98 

aa (cepa LLR) y algunas con menos de 92 aa (cepas Ala y Mc323)) (Mazumder et al., 2002), 

puede estar truncado su marco abierto de lectura como en la cepa Alabama de conejo 

(Gorziglia et al., 1989) o la cepa OSU de cerdo (González, Silvia A. and Burrone, 1989), o 

simplemente no estar presente su codón de inicio por lo tanto no codificar NSP6 como en las 

cepas Mc323 (Kojima et al., 1996) y 512-C (Wu et al., 1998), lo cual ha derivado en el 

planteamiento de que esta proteína no tiene una participación esencial durante la infección 

de rotavirus (Torres-Vega et al., 2000). NSP6 interactúa con ARN+ y ARNcd de manera 
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inespecífica (Rainsford and McCrae, 2007), también se ha reportado que interactúa con el 

CTD de NSP5 que es la región de esta proteína implicada en su dimerización e 

hiperfosforilación (Torres-Vega et al., 2000). Se ha propuesto que la interacción de NSP6 

con el CTD de NSP5 presenta un efecto regulatorio sobre la auto asociación e 

hiperfosforilación de NSP5 (Torres-Vega et al., 2000). El cambio de aminoácido observado 

en el residuo 28 de la proteína NSP6, con un valor de ∆∆G = -0.48, no explica con claridad 

la capacidad de resistir al efecto inhibitorio de benzimidazol de la mutante RRV2-B12a. 

Concluimos que la selección de drogas con antecedentes de efecto inhibitorio sobre la 

replicación de virus con genomas ARN+ y ARNcd es una estrategia que permitió identificar 

drogas con efecto inhibitorio sobre la cepa RRV de la especie A de rotavirus. Utilizando 12 

pases en presencia de benzimidazol, de manera independiente y de forma paralela, se logró 

obtener mutantes resistentes al efecto inhibitorio de benzimidazol, sin embargo, las mutantes 

obtenidas no son estables. Mediante la secuenciación del genoma completo de las mutantes 

y sus respectivas cepas silvestres se logró identificar al segmento genómico 2 que codifica 

para la proteína VP2 como la región genómica mayormente afectada por las mutaciones. 

También se observaron 4 mutaciones nucleotídicas en 3 segmentos genómicos distintos, cada 

uno de los 4 cambios de aminoácido resultantes se ubica en un dominio diferente de las 3 

proteínas involucradas. En este trabajo los cambios de nucleótidos y de aminoácidos 

encontrados en las cepas mutantes no identifican de manera concluyente a la proteína viral 

blanco de benzimidazol, sin embargo, el número de mutaciones y su localización en el 

dominio principal de VP2 sugieren que esta proteína se encuentra mayormente involucrada 

en el efecto inhibitorio de benzimidazol.  
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Anexo I 

 

Inhibición de la replicación de rotavirus 

 

 

Sembrar placas de 6 pozos, a una concentración que en menos de 24 horas alcancen confluencia 

del 100%.  

 

Tomar 600µl de virus y agregar 600 µl de freón [triclorofluorometano (CCL3F)]. Agitar 

vigorosamente y centrifugar 20 minutos, 5,000 rpm. Colectar el sobrenadante [300µl]. 

 

Infección en presencia de la droga seleccionada. 

Activar rotavirus con tripsina 30 minutos a 37°C. Para 300µl de virus, se utiliza 1.5 µl de tripsina 

2mg/ml (concentración final 1µg/ml). 

 

De acuerdo con el título viral se realiza la dilución para obtener la MOI deseada. 

Lavar 2 veces con MEM-SS las células [añadir HEPES 1M para concentración final 10mM en el 

MEM-SS] a 15°C. Retirar medio de cada pozo e inocular 1 ml del virus activado. 

Añadir el virus activado (1 ml) a cada pozo respectivamente. Cuidar que no se sequen las células. 

Incubar 1 hora a 15°C (adsorción). Mezclar cada 10 minutos durante la incubación.  

Después de la incubación por 1 hora pasar cada placa a la incubadora de células a 37°C. 

Pasadas 2 horas realizar 2 lavados con MEM-SS y añadir 3 ml MEM-SS a cada uno de los pozos 

control negativo y 3 ml de MEM-SS + droga a los pozos experimentales.  

Incubar a 37C durante 18 horas y cosechar. 

  

La adsorción del virus se hace a 15°C x 1 hora, seguido de 2 horas a 37°C, se agregan las drogas y 

se incuba hasta las 18 horas después de agregar el virus a las células, posteriormente se cosecha 

todo el contenido de cada pozo. 

         0                       1                        2                               3                     …..                       18                                              

         

 Lavados  Añadir droga    

15°C Incubación a 37°C 
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Anexo II 
Selección de mutantes resistentes  

 

1.- Añadir 3 µl de tripsina 2mg/ml a 600µl de virus. 

2.- Activar el virus a 37°C por 30 minutos.  

3.- Lavar 2 veces con MEM-SS frascos F75 con células MA-104 confluentes. Dejar 5 ml al final 

de los lavados.  

4.- Añadir 600 ml de virus activado a cada F75 de manera indirecta a las células, homogenizar.   

5.- Incubar 1 hora a 37°C (adsorción).  

6.- Mezclar cada 10 minutos durante la incubación.  

7.- Incubar 1 hora y retirar todo el medio. Realizar 2 lavados con MEM-SS. 

8.- Añadir 15 ml de MEM-SS + la droga a cada frasco.  

9.- Incubar a 37°C. Cosechar a las 18 horas después de haber añadido el virus a las células. 

  

Se realizaron 12 pases (replicación viral) de RRV1 y de RRV2 en presencia de benzimidazol 

o quinolina, con lo cual se obtuvieron las cepas:  

RRV1 

RRV1-B12b 

RRV1-Q12b 

RRV1-Q12a 

RRV2 

RRV2-B12b 

RRV2-Q12b 

RRV2-B12a 

 

En la tabla 1 de este anexo se esboza el procedimiento al que fueron sometidas las cepas 

RRV1-B12b, RRV2-B12b y RRV2-B12a con el objetivo de seleccionar mutantes resistentes 

a benzimidazol. En la tabla 2 de este anexo se esboza el procedimiento al que fueron 

sometidas las cepas RRV1-Q12b, RRV1-Q12a y RRV2-Q12b con el objetivo de seleccionar 

mutantes resistentes a quinolina.  

 

Tabla 1 del anexo II. Selección de mutantes de RRV resistentes a benzimidazol. 

 Mutante   Número de pases en presencia de benzimidazol  

 (concentración mM de benzimidazol)  

 

RRV1-B12b 

1 

(16)* 

2 

(16)* 

3 

(16)* 

4 

(8) 

5 

(8) 

6 

(8)* 

7 

(8) 

8 

(8) 

9 

(8)* 

10 

(8) 

11 

(8) 

12 

(8)** 

RRV2-B12a (16)* (16)* (16)* (8) (8) (8)* (8) (8) (8)* (16) (16) (16)** 

RRV2-B12b (16)* (16)* (16)* (8) (8) (8)* (8) (8) (8)* (8) (8) (8)** 

* indica una amplificación en ausencia de benzimidazol. 

** indica dos amplificaciones en ausencia de benzimidazol y la determinación del título 

mediante ensayo de formación de placas. 
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Tabla 2 del anexo II. Selección de mutantes de RRV resistentes a quinolina. 

 Mutante   Número de pases en presencia de quinolina  

 (concentración mM de quinolina)  

 

RRV1-Q12a 

1 

(10)* 

2 

(10)* 

3 

(10)* 

4 

(5) 

5 

(5) 

6 

(5)* 

7 

(5) 

8 

(5) 

9 

(5)* 

10 

(10) 

11 

(10) 

12 

(10)** 

RRV1-Q12b (10)* (10)* (10)* (5) (5) (5)* (5) (5) (5)* (5) (5) (5)** 

RRV2-Q12b (10)* (10)* (10)* (5) (5) (5)* (5) (5) (5)* (5) (5) (5)** 

* indica una amplificación en ausencia de quinolina. 

** indica dos amplificaciones en ausencia de quinolina y la determinación del título mediante 

ensayo de formación de placas. 
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Anexo III 
Purificación de rotavirus 

Replicación de rotavirus en cultivo celular 
La(s) cepa(s) de rotavirus se replica(n) en células MA-104 (Cercopithecus aethiops, 

epitelio de riñón). Se cosechan y se almacenan a -20 °C. 

Purificación de partículas virales mediante gradiente de sacarosa. 
Notas: 

1) Manejar todo sobre hielo. 

2) Se necesitan tubos para el rotor JA20, pipetas serológicas y Pasteur. 

3) Antes de empezar poner a enfriar el TBS y los rotores JA20, SW28 y SW65. 

1) Se utilizaron 100 ml de cada virus, se transfirió 20 ml con pipeta a 5 tubos (por cada 

muestra) del JA20.  

2) Se añadió 20ml de triclorofluorometano (CCL3F) a cada tubo. 

3) Homogenizar con el vortex a velocidad máxima por 1-2 min. 

Nota: si se deja mucho tiempo en hielo se congela la muestra con el freón. Es 

recomendable colocar los tubos dentro de un recipiente de unicel, para que no estén 

en contacto directo con hielo. 

4) Centrifugar a 4,000 rpm en el JA20 por 30 min a 4°C, freno máximo.  

5) Transferir la fase acuosa a un tubo del SW28 utilizando una pipeta serológica, 

tomando la zona contraria a la del pellet. Se deja un volumen de aproximadamente 2 

ml para evitar colectar material indeseable. 

6) Se repitió la extracción 1 vez con 10 ml de MEM-SS.  

7) Se juntaron los sobrenadantes y se transfirieron a tubos del rotor SW28 (capacidad 

nominal de llenado 38.5 ml) para alcanzar la capacidad nominal se completó con 

MEM-SS. Se centrifugó por 1 hora a 25,000 rpm a 4°C, aceleración y 

desaceleración máximas. 

8) Se decantó el sobrenadante y se colocó boca abajo el tubo sobre una sanita para 

eliminar la mayor cantidad de líquido. 

9) La pastilla no se resuspende fácilmente, por lo que primero se despegó el pellet 

entero de cada tubo: se agregaron 50µl de TBS y después se transfirieron junto con 

el pellet a un tubo eppendorf. Después se enjuagó con otros 50µl cada tubo. Una vez 

que todo el volumen (menos de 500µl) estaba en el tubo eppendorf, el pellet se 

resuspendió usando una jeringa de 1ml, hasta que se observó una suspensión 

homogénea con partículas muy finas. El volumen final fue de 405µl. 

10) Se añadieron 0.01 volúmenes de EDTA 0.5 M pH 8 (5mM)= 4.05µl  

11) Se incubó por 30 minutos a 37°C, después se puso en hielo.  

GRADIENTE DE SACAROSA 
12) Se preparó un gradiente de sacarosa de 15-45% en tubos SW28 con capacidad 

nominal de 38.5 ml (el formador de gradientes se lavó con Extran® diluido, agua dd 

y agua MQ estéril). 

13) Se aplicó el virus sobre el gradiente cuidadosamente.  

14) El tubo SW28 se centrifugó 75 min a 25,000 rpm a 4°C aceleración mínima 9 y 

desaceleración mínima 9.  

15) Para recuperar el virus se fueron colectando las distintas fracciones, enfriando en 

hielo las fracciones conforme se colectan: DLPs y TLPs. 
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Nota: en este punto se pueden refrigerar las muestras para continuar el siguiente día. 

16) Las fracciones DLPs y TLPs se depositaron en un tubo del SW65 que tenía 5ml de 

TBS y se mezcló con una punta de 1 ml. 

17) Se ultracentrifugó 1h a 25,000 rpm a 4°C en el SW65, aceleración y desaceleración 

máxima. 

18) No se observó pellet. El pellet se resuspendió en 100µl de TBS con una punta y se 

transfirió a un eppendorf, se lavó con otros 100µl dos veces (volumen total de 

300µl) y se guardó a -20°C.  

MATERIAL PARA EL GRADIENTE 
Triclorofluorometano (CCL3F)  
TBS Tris-buffered saline (sin dextrosa, sin Ca++, sin Mg ++) 

                                                                      500ml                                                      1L 

NaCl----------------------------4 gr (136mM)------------------------------- 8 gr [136 mM] 

KCl-----------------------------0.19 gr (5mM)-------------------------------0.38 gr [5 mM] 

Na2HPO4----------------------0.05 gr (0.7mM)----------------------------0.1 gr [0.7 mM] 

TRIS-BASE---------------------1.5 gr (25mM)-------------------------------3 gr [25 mM] 

Disolver en de H2O MQ-------------500 ml-----------------------------------------1000 ml 

Ajustar con HCl --------------------pH a 7.4--------------------------------------- pH a 7.4 

Autoclavear. 

Mantener estéril. 

Sacarosa 45% en TBS- (sin dextrosa, sin Ca++, sin Ma++) 

Sacarosa---------------------------------45 gr-----------------------------   

Ajustar volumen a   ------------------100 ml---------------------------- 

Filtrar y autoclavear 

Sacarosa 15% en TBS- (sin dextrosa, sin Ca++, sin Mg ++) 

Sacarosa---------------------------------15 gr-----------------------------   

Ajustar volumen a   ------------------100 ml---------------------------- 

Filtrar y autoclavear 

EDTA 0.5 M, pH8 

EDTA-------------------------------------9.505 gr------------------------- 

H2O MQ---------------------------------40 ml----------------------------- 

Ajustar con NaoH (1gr aprox)------pH a 8--------------------------- 

Ajustar volumen a   ------------------50 ml---------------------------- 

Autoclavear 

Eliminación de ADN y ARN de las células MA-104 antes de extraer el ARN viral. 
Muestra--------------------------------------------------100 µl (partículas virales purificadas) 

Búffer Turbo DNase (Ambion)----------------------10 µl 

Turbo DNase (Ambion)-------------------------------3 µl (6 U) 

RNase Cocktail Enzyme Mix (Ambion)------------2 µl (2 U)  

1. Homogenizar con vortex. 

2. Incubar 37ºC por 30 minutos. 

3. Al término de la incubación inmediatamente añadir 1ml de TRIzol™ (Invitrogen, 

número de catálogo A33254) y seguir las especificaciones del proveedor.  
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Anexo IV 

Números de acceso del GenBank de los cuatro genomas secuenciados. 

 

Segmento  

genómico 

RRV1 RRV1-B12b RRV2 RRV2-B12a 

1 MT226612  MT226623 MT226634 MT226645 

2 MT226613 MT226624 MT226635 MT226646 

3 MT226614 MT226625 MT226636 MT226647 

4 MT226615 MT226626 MT226637 MT226648 

5 MT226616 MT226627 MT226638 MT226649 

6 MT226617 MT226628 MT226639 MT226650 

7 MT226618 MT226629 MT226640 MT226651 

8 MT226619 MT226630 MT226641 MT226652 

9 MT226620 MT226631 MT226642 MT226653 

10 MT226621 MT226632 MT226643 MT226654 

11 MT226622 MT226633 MT226644 MT226655 
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Anexo V 

Citotoxicidad de 12 drogas en células MA-104 
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Figura 1 del anexo V. Citotoxicidad de albendazol en células MA-104. Células MA-104 

confluentes en placas de 96 pozos fueron tratadas con 0, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 µM de albendazol 

por quintuplicado, se incubaron 18 horas. Las células fueron teñidas con 0.5% de cristal 

violeta, el contenido de cada pozo fue solubilizado y la Abs570 fue medida. Se muestra la 

media y el error estándar de tres experimentos independientes.  
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Figura 2 del anexo V. Citotoxicidad de benzimidazol en células MA-104. Células MA-104 

confluentes en placas de 96 pozos fueron tratadas con 0, 0.5, 1, 2, 4, 8 y 16 mM de 

benzimidazol por quintuplicado, se incubaron 18 horas. Las células fueron teñidas con 0.5% 

de cristal violeta, el contenido de cada pozo fue solubilizado y la Abs570 fue medida. Se 

muestra la media y el error estándar de tres experimentos independientes.  
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Figura 3 del anexo V. Citotoxicidad de benzotriazol en células MA-104. Células MA-104 

confluentes en placas de 96 pozos fueron tratadas con 0, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 mM de 

benzotriazol por quintuplicado, se incubaron 18 horas. Las células fueron teñidas con 0.5% 

de cristal violeta, el contenido de cada pozo fue solubilizado y la Abs570 fue medida. Se 

muestra la media y el error estándar de tres experimentos independientes.  
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Figura 4 del anexo V. Citotoxicidad de fenbendazol en células MA-104. Células MA-104 

confluentes en placas de 96 pozos fueron tratadas con 0, 0.5, 1, 2, 4, 8 y 16 µM de 

fenbendazol por quintuplicado, se incubaron 18 horas. Las células fueron teñidas con 0.5% 

de cristal violeta, el contenido de cada pozo fue solubilizado y la Abs570 fue medida. Se 

muestra la media y el error estándar de tres experimentos independientes.  
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Figura 5 del anexo V. Citotoxicidad de hidrocloruro de guanidina en células MA-104. Células 

MA-104 confluentes en placas de 96 pozos fueron tratadas con 0, 2.5, 5, 10, 20, 40 y 80 mM 

de hidrocloruro de guanidina por quintuplicado, se incubaron 18 horas. Las células fueron 

teñidas con 0.5% de cristal violeta, el contenido de cada pozo fue solubilizado y la Abs570 

fue medida. Se muestra la media y el error estándar de tres experimentos independientes.  
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Figura 6 del anexo V. Citotoxicidad de hidantoína en células MA-104. Células MA-104 

confluentes en placas de 96 pozos fueron tratadas con 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 y 8 mM de 

hidantoína por quintuplicado, se incubaron 18 horas. Las células fueron teñidas con 0.5% de 

cristal violeta, el contenido de cada pozo fue solubilizado y la Abs570 fue medida. Se muestra 

la media y el error estándar de tres experimentos independientes.  
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Figura 7 del anexo V. Citotoxicidad de imidazol en células MA-104. Células MA-104 

confluentes en placas de 96 pozos fueron tratadas con 0, 15.625, 31.25, 62.5, 125, 250 y 500 

mM de imidazol por quintuplicado, se incubaron 18 horas. Las células fueron teñidas con 

0.5% de cristal violeta, el contenido de cada pozo fue solubilizado y la Abs570 fue medida. 

Se muestra la media y el error estándar de tres experimentos independientes.  
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Figura 8 del anexo V. Citotoxicidad de mebendazol en células MA-104. Células MA-104 

confluentes en placas de 96 pozos fueron tratadas con 0, 0.5, 1, 2, 4, 8 y 16 µM de mebendazol 

por quintuplicado, se incubaron 18 horas. Las células fueron teñidas con 0.5% de cristal 

violeta, el contenido de cada pozo fue solubilizado y la Abs570 fue medida. Se muestra la 

media y el error estándar de tres experimentos independientes.  
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Figura 9 del anexo V. Citotoxicidad de quinolina en células MA-104. Células MA-104 

confluentes en placas de 96 pozos fueron tratadas con 0, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 y 10 mM 

de quinolina por quintuplicado, se incubaron 18 horas. Las células fueron teñidas con 0.5% 

de cristal violeta, el contenido de cada pozo fue solubilizado y la Abs570 fue medida. Se 

muestra la media y el error estándar de tres experimentos independientes.  
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Figura 10 del anexo V. Citotoxicidad de ricobendazol en células MA-104. Células MA-104 

confluentes en placas de 96 pozos fueron tratadas con 0, 10, 20, 40, 80, 160 y 320 µM de 

ricobendazol por quintuplicado, se incubaron 18 horas. Las células fueron teñidas con 0.5% 

de cristal violeta, el contenido de cada pozo fue solubilizado y la Abs570 fue medida. Se 

muestra la media y el error estándar de tres experimentos independientes. 
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Figura 11 del anexo V. Citotoxicidad de tiabendazol en células MA-104. Células MA-104 

confluentes en placas de 96 pozos fueron tratadas con 0, 1.875, 3.75, 7.5, 15, 30 y 60 µM de 

tiabendazol por quintuplicado, se incubaron 18 horas. Las células fueron teñidas con 0.5% 

de cristal violeta, el contenido de cada pozo fue solubilizado y la Abs570 fue medida. Se 

muestra la media y el error estándar de tres experimentos independientes. 
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Figura 12 del anexo V. Citotoxicidad de trifenilmetano en células MA-104. Células MA-104 

confluentes en placas de 96 pozos fueron tratadas con 0, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 µM de 

trifenilmetano por quintuplicado, se incubaron 18 horas. Las células fueron teñidas con 0.5% 

de cristal violeta, el contenido de cada pozo fue solubilizado y la Abs570 fue medida. Se 

muestra la media y el error estándar de tres experimentos independientes. 
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Anexo VI 

Cobertura y profundidad de los cuatro genomas secuenciados. 

 

Segmento genómico*  RRV1 RRV1-B12b RRV2 RRV2-B12a 
1/VP1/3302 nt 3302 nt (100%) 3302 nt (100%) 3302 nt (100%) 3302 nt (100%) 

2/VP2/2708 nt 2708 nt (100 %) 2708 nt (100 %) 2708 nt (100 %) 2708 nt (100 %) 

3/VP3/2591 nt 2586 nt (99.80%) 

[5’-GGCTT] 

2588 nt (99.88%) 

[5’-GGC] 

2591 nt (100%) 2586 nt (99.80%) 

[5’-GGCTT] 

4/VP4/2362 nt 2362 nt (100%) 2362 nt (100%) 2362 nt (100%) 2362 nt (100%) 

5/NSP1/1600 nt 1596 nt (99.75%) 

[GACC-3’] 

1592 nt (99.50%) 

[5’-GGCT] 

[GACC-3’] 

1599 nt (99.93%) 

[C-3’] 

1600 nt (100%) 

6/VP6/1356 nt 1356 nt (100%) 1356 nt (100%) 1356 nt (100%) 1356 nt (100%) 

7/NSP3/1078 nt 1078 nt (100%) 1078 nt (100%) 1078 nt (100%) 1078 nt (100%) 

8/NSP2/1059 nt 1058 nt (99.90%) 

[5’-G] 

1059 nt (100%) 1059 nt (100%) 1059 nt (100%) 

9/VP7/1062 nt 1062 nt (100%) 1062 nt (100%) 1062 nt (100%) 1062 nt (100%) 

10/NSP4/750 nt 750 nt (100%) 750 nt (100%) 750 nt (100%) 750 nt (100%) 

11/NSP5-NSP6/667 nt 667 nt (100%) 664 nt (99.55%) 

[5’-GG] 

[C-3’] 

667 nt (100%) 667 nt (100%) 

Total = 18,535 nt 18,525 nt (99.94%) 18,521 (99.92%) 18,534 nt (99.99%) 18,530 nt (99.97%) 

Profundidad promedio  7,341 (1,326) 5,817 (2,127) 6,880 (1,693) 7,236 (1,459) 

* GenBank: EU636924-EU636934. nt = nucleótidos. () = % de cobertura. [] = nt faltantes 
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Anexo VII 

Modelos 3D de las proteínas afectadas por las mutaciones 

 
Modelo construido Referencia  GMQE QMEAN Cobertura/Identidad 

RRV1 (VP2) 6oj4.1.D 0.98 -2.27 93.23%/100% 

RRV1-B12b (VP2) 6oj4.1.D 0.98 -2.33 93.23%/99.66% 

RRV2 (VP2) 6oj4.1.D 0.98 -2.28 93.23%/99.89% 

RRV2-B12a (VP2) 6oj4.1.D 0.98 -2.32 93.23%/99.66% 

RRV1 (VP3) 6o3v.2.A 0.97 -2.05 100%/90.06% 

RRV1-B12b (VP3) 6o3v.2.A 0.97 -2.05 100%/89.94% 

RRV2 (VP3) 6o3v.2.A 0.97 -2.08 100%/90.06% 

RRV2-B12a (VP3) 6o3v.2.A 0.97 -2.05 100%/89.94% 

RRV2 (NSP3) 1knz.1.A 

1lj2.1.B 

1m1j.1.A 

0.52 

0.26 

0.17 

0.16 

-1.01 

-3.71 

51.43%/85.09% 

34.18%/72.90% 

38.33%/21.49% 

RRV2-B12a (NSP3) 1knz.1.A 

1lj2.1.B 

1m1j.1.A 

0.52 

0.26 

0.17 

0.18 

-1.01 

-4.58 

51.43%/84.47% 

34.18%/72.90% 

38.65%/21.49% 

RRV2 (NSP6) 6btc.1.A 0.16 -1.07 45.65%/19.05% 

RRV2-B12a (NSP6) 6btc.1.A 0.16 1.05 45.65%/19.05% 

GMQE (del inglés Global Model Quality Estimation) 

QMEAN (del inglés Qualitative Model Energy Analysis),  

Cobertura/Identidad = cobertura e identidad del modelo construido con respecto a su referencia. 
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Anexo VIII 

Artículo publicado derivado del trabajo reportado en esta tesis: 
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