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RESUMEN 

El Virus Sincitial Respiratorio Humano (RSV) es unos de los principales agentes etiológicos 

causantes de infecciones respiratorias en infantes y suele ser un problema de salud pública 

que afecta a diversos grupos de edad causando infecciones recurrentes de forma 

estacional. Existen múltiples reportes de la transmisión vertical de este virus produciendo 

efectos adversos perinatales así como un mal desarrollo del aparato respiratorio en los 

neonatos infectados a lo largo de su niñez. Por ello, es importante generar información 

acerca de los mecanismos de transmisión viral en el contexto perinatal, para así poder 

ofrecer tratamientos farmacológicos que permitan que los pacientes cursen una infección 

moderada y sin complicaciones clínicas. Uno de los mecanismos  de transmisión que se ha  

propuesto para la transmisión materno-fetal es mediante la infección de los 

sincitiotrofoblastos, células de la placenta que en condiciones normales son una barrera 

para la mayoria de los patógenos, sin embargo hay evidencia de infección por otros virus 

por lo que podrían tambien estar funcionando como vía de entrada para el RSV. En este 

sentido, se tiene conocimiento que RSV infecta la línea celular BeWo, una línea de 

citotrofoblastos es permisiva a la infección pero los citotrofoblastos no son la vía de entrada 

a la placenta. Afortunadamente, la línea celular BeWo posee la capacidad de diferenciarse 

a sincitiotrofoblastos in vitro, mediante un tratamiento con cAMP generando un modelo 

inducible de sincitiotrofoblastos que podría aportar nueva información a los mecanismos 

transmisión vertical por RSV. 

En este trabajo se demostró que el modelo de células BeWo diferenciadas a 

sincitiotrofoblastos son permisivas a la infección por RSV y la infección observada es 

ligeramente mayor que en las células BeWo sin diferenciar, siendo este el primer trabajo 
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del que tenemos conocimiento que emplea este modelo para el estudio de una infección 

viral. Adicionalmente se observó un incremento en la expresión del receptor viral nucleolina 

pero unicamente en las células BeWo diferenciadas, lo cual deja abierta posibilidad de 

realizar mas ensayos para enter que esta sucediendo en este modelo cuando esta siendo 

infectado por RSV. 

ABSTRACT 

The Human Respiratory Syncytial Virus (RSV) is one of the main etiological agents causing 

respiratory infections in infants and is usually a public health problem that affects various 

age groups due to the fact that it causes recurrent infections on a seasonal basis. There are 

multiple reports of vertical transmission of this virus producing adverse perinatal outcomes 

and it has also been reported that in children who had RSV infections in the first months of 

life, poor development of the respiratory system over their early life has been observed, 

therefore, it is important to generate information about the mechanisms of viral transmission 

in the perinatal context, in order to offer pharmacological treatments that allow patients to 

have a moderate infection and without clinical complications. One of the mechanisms that 

has been proposed for maternal-fetal transmission is through infection of 

syncytiotrophoblasts, placental cells that under normal conditions are a barrier to most 

pathogens. However, there is evidence of infection of syncytiotrophoblasts by other viruses, 

so they could also be functioning as a gateway for RSV. In this sense, it is known that RSV 

infects the BeWo cell line, a line of cytotrophoblasts, however cytotrophoblasts are not the 

entry path of RSV to the placenta. In addition, the BeWo cell line has the ability to 

differentiate into syncytiotrophoblasts in vitro, through treatment with cAMP, generating an 

inducible model of syncytiotrophoblasts that could provide new information on the 

mechanisms of vertical transmission by RSV. Here we prove that the model of BeWo cells 

differentiated into syncytiotrophoblasts are permissive to RSV infection and the observed 
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infection is slightly higher than in undifferentiated BeWo cells, this being the first work to our 

knowledge that uses this model for the study of a viral infection. In addition, an increase in 

the expression of the viral nucleolin receptor was demonstrated, but only in differentiated 

BeWo cells, which leaves open the possibility of carrying out more experiments to 

understand what is happening in this model when RSV infection occurs.
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INTRODUCCIÓN 

 

El virus sincitial respiratorio (RSV) es el agente infeccioso responsable de una de las 

infecciones más importantes de la infancia ya que se asocia con una morbilidad y mortalidad 

significativas. Las principales características histopatológicas de la infección por RSV son 

bronquiolitis aguda, edema de la mucosa y submucosa, asi como la oclusión luminal por 

restos celulares de células epiteliales desprendidas mezcladas con macrófagos, depositos 

de fibrina y  mucina (Borchers et al., 2013).  

Este virus se aisló por primera vez de chimpancés en 1956 (Blount et al., 1956) y no tardó 

mucho en comenzar a aislarse en muestras de neonatos con enfermedad grave del tracto 

respiratorio inferior (Chanok et al., 1957). El RSV es la principal causa de infección de las 

vías respiratorias inferiores en lactantes y niños pequeños, lo que provoca epidemias 

anuales en todo el mundo. Aún no se dispone de una vacuna que sea eficiente, segura y 

capaz de inducir inmunidad duradera contra la infección por RSV por lo que es importante 

continuar con la investigación de la biología básica del virus para conocer nuevos 

mecanismos que se podrían explotar en el desarrollo de nuevas estrategias, vacunas o 

farmacos para combatir la infección por este virus. 

Los estudios de  RSV se han llevado a cabo en cohortes de madres y niños con diagnósticos  

positivos, en modelos animales, en cultivos primarios y en lineas celulares, la mayoria en 

un contexto epidemiologico o de patogenesis incluyendo el daño respiratorio, sin embargo 

el estudio de la transmisión vertical de este virus ha sido controversial aun cuando se ha 

reportado contundente y ampliamente que ocurre. Sin embargo los mecanismos aun no 

estan completamente dilucidados por lo que el estudio in vitro de este virus sigue siendo un 

tema crucial . 

IMPORTANCIA DE LAS INFECCIONES POR RSV EN MÉXICO Y EL MUNDO  
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A nivel mundial se estima que el RSV es responsable de la hospitalización de 

aproximadamente 33 millones de personas y de 76,600 muertes por año, siendo los 

menores de 5 años los más afectados (Tabor et al., 2020). En México anualmente se 

presentan aproximadamente ochocientos mil casos de infecciones del tracto respiratorio, 

siendo el RSV uno de los virus más prevalentes (Fernandes-Matano et al., 2017). El grupo 

más afectado son los infantes, pero se ha reportado que en ancianos y adultos 

inmunocomprometidos el RSV suele producir hospitalizaciones y muertes (Staadegaard et 

al., 2021).  

El RSV posee una cubierta lipídica que adquiere de la membrana plasmática de la célula 

hospedera. En el contexto epidemiológico se ha descrito que solo hay un serotipo, sin 

embargo, existen dos grupos antigénicos: A y B, los cuales se diferencian por tener una 

variación en la secuencia de aminoácidos de las proteínas F y G. Habiendo una homología 

del 35% entre ambas secuencias (L. Wang et al., 2022). En el estudio denominado 

INFORM-RSV entre los años 2017-2018, se obtuvieron 410 secuencias de genes RSV G-

F de 476 muestras nasales positivas para RSV recolectadas en 8 países (Reino Unido, 

España, Países Bajos, Finlandia, Japón, Brasil, Sudáfrica y Australia). El RSV B predominó 

sobre el RSV A a nivel mundial (69,0 % frente a 31,0 %) y en todos los países excepto 

Sudáfrica. La mayoría de las cepas de RSV procedían de lactantes de <1 año de edad (81,2 

%), varones (56,3 %) y pacientes hospitalizados durante las primeras 24 horas (70,5 %), 

sin diferencias en la distribución de subtipos (Tabor et al., 2020). 
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Figura  1 Distribución geográfica de los subtipos RSV A y RSV B del 2017–2018 en los 8 países 
que formaron parte del estudio INFORM-RSV. 

Las gráficas de pastel muestran el número de aislados de RSV del subtipo A (rojo) y el subtipo B 
(azul). Hemisferio norte: GBR, Reino Unido; ESP, España; NLD, Holanda; FIN, Finlandia; JPN, 
Japón. Hemisferio Sur: BRA, Brasil; ZAF, Sudáfrica; AUS, Australia. Extraído de (Tabor et al., 2021). 

La circulación del RSV tiene un patrón estacional bien definido durante los periodos de 

otoño e invierno. En México existen diferentes climas, por lo que puede haber cierta 

variabilidad en la circulación de RSV. Las dos ciudades donde mejor se ha estudiado la 

circulación del RSV son la Ciudad de México y San Luis Potosí. La temporada de circulación 

del RSV comienza en octubre o noviembre y termina hacia marzo o abril. En la Ciudad de 

México se estudiaron personas que acudieron al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y 

Nutrición Salvador Zubirán, al Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, al Hospital 

Manuel Gea González, al Instituto Nacional de Pediatría y al Hospital Infantil de México 

Federico Gómez por una enfermedad similar a la influenza. Se detectó RSV en el 10.1 % 

del total de 5,629 ingresos (Gamino-Arroyo et al., 2017). La circulación estacional 

encontrada fue de septiembre-octubre a marzo, con el pico de mayor actividad en 

noviembre-diciembre, a excepción de 2014, cuando el pico de actividad fue en octubre. En 

el Hospital Central de San Luis Potosí se evaluó la estacionalidad de los ingresos por 
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infección respiratoria baja de 2003 a 2014 en menores de 5 años. En este caso se detectó 

el RSV en el 31.1% del total de 3,822 ingresos. La circulación del RSV durante estos 11 

años fue similar a la observada en la Ciudad de México; en general, la circulación comienza 

en octubre-noviembre y termina hacia marzo-abril (Vizcarra-Ugalde et al., 2016). En México, 

aunque no existen reportes epidemiológicos de RSV, se han realizado varios estudios que 

permiten apreciar el comportamiento del RSV en la población mexicana. Por ejemplo en el 

año 2016 se realizó un estudio para identificar virus diferentes a influenza causales de 

infecciones respiratorias pacientes pediátricos, en donde a partir de muestras obtenidas por 

hisopado faríngeo se detectó molecularmente la presencia del RSV así como 

metapneumovirus humano (MPVh), se encontró que un 40% de pacientes pediátricos 

presentaron una infección respiratoria aguda de vías respiratorias inferiores y que había 

una incidencia de 45% para RSV, de 13% para MPVh y de 38% para una coinfección entre 

VSR y MPVh (Hernandez et al., 2016). Mientras que, en otro estudio en el que se analizaron 

986 muestras de niños menores de 3 años con la tecnica de IRA y que abarcaron de enero 

de 2004 a octubre de 2006, se determinó que el RSV fue el responsable de 80% de los 

casos (Wong-Chew et al., 2010). Sumado a lo anterior, la guía de práctica clínica (GPC) del 

año 2013, reportó que el RSV es el principal agente causal de bronquiolitis y que es 

potencialmente mortal en niños con factores de riesgo (Secretaría de Salud, 2015). Un niño 

de alto riesgo para infecciones respiratorias  es aquel que nació antes de las 34 semanas 

de gestación (SDG) y/o se acompaña de morbilidades como: displasia broncopulmonar, 

cardiopatía congénita con afectación hemodinámica severa, traqueomalacia, 

laringomalacia y enfermedad neuromuscular (FDA, 2017). Un estudio prospectivo mas 

reciente realizado por Noyola y colaboradores abarcó una cohorte de 294 recién nacidos 

prematuros en la que se presentaron 71 episodios de hospitalización en 53 lactantes de los 

cuales 44 casos sospechosos de RSV fueron seleccionados, se tomaron muestras 
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respiratorias para detección de RSV y el resultado fue positivo en 16 (36,3%) similar al 

porcentaje reportado por Hernandez y colaboradores (Benítez-Guerra et al., 2020). 

CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS PARTÍCULAS VIRALES DE  RSV 

 

Estructuralmente el RSV es un virus pleomórfico, ya que la partícula viral puede existir en 

dos conformaciones: en una forma esférica o filamentosa. Las partículas virales esféricas 

tiene un tamaño aproximado de 150 o 250 nm de diámetro, mientras que la partícula 

filamentosa presenta un tamaño aproximado de 10 m de largo (Shi et al., 2017), existe 

evidencia de que la forma de la partícula depende de los factores presentes en la célula 

hospedera así como la cantidad de las proteínas M, M2-1 y los RNPs asociándose con la 

membrana celular (Kiss et al., 2014). El RSV es un virus envuelto de RNA monocatenario 

de polaridad negativa no segmentado de aproximadamente 15,200 nucleótidos que 

pertenece al género Orthopneumovirus de la familia Pneumoviridae en el orden 

Mononegavirales. Posee 10 genes que codifican para 11 proteínas, ya que el mRNA de M2 

produce dos proteínas de matriz distintas, M2-1 y M2-2 debido a que tiene 2 marcos de 

lectura abiertos sobrepuestos (Borchers et al., 2013). La transcripción de sus genes se da 

en el siguiente orden: NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, M2 (1-2) y L (Battles & McLellan, 2019), 

cada gen está delimitado en sus extremos por secuencias conocidas como inicio de gen 

(GS) y fin de gen (GE) que están constituidas por 9 y 12-14 nucleotidos respectivamente, 

los 4-7 nucleótidos finales del GE están constituidos por uracilos necesarios para la 

poliadenilación e inducen la modificación 5 metilguanosina del CAP en el extremo 5´ (López 

& Ramírez et al., 2013, Collins et al., 2013). En los primeros 8 genes (de NS1 a F) entre 

cada gen existen regiones intergenicas que varían en tamaño entre cepas. La envoltura 

viral contiene tres proteínas, la glicoproteína G, la glicoproteína de fusión (F) y la proteína 

hidrofóbica pequeña (SH). La proteína G funciona en la unión de la célula hospedera y la 

proteína F es responsable de la fusión y la entrada en la célula, la proteína SH por otro lado 
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no se requiere en ninguno de estos procesos. La nucleocápside del RSV consta de otras 4 

proteínas, las cuales son: nucleoproteína, la fosfoproteína, el factor de progresión M2-1 y 

la polimerasa viral, las cuales en conjunto forman el complejo de ribonucleproteínas 

relacionadas con las síntesis de RNA.  

 

Figura  2 Representación de una partícula filamentosa del RSV y su genoma Se muestra una 
representación de una partícula viral de RSV.  

En la capa exterior se encuentra una bicapa lipídica donde se encuentran embebidas las tres 
proteínas de envoltura: la proteína de unión (G), la proteína de fusión (F) y la proteína pequeña 
hidrofóbica (SH). Debajo de la bicapa lipídica se encuentra la proteína de matriz (M), que se asocia 
con la proteína M2-1. La proteína M2-1 a su vez interacciona directamente con la nucleoproteína (N), 
proteína encargada de recubrir al RNA viral. Finalmente, la polimerasa (L) y la fosfoproteína (P) se 
encuentran asociadas a la nucleoproteína (N). En la sección B) se esquematiza el genoma de RSV. 
Esta conformado por 10 genes que codifican 11 proteínas. El orden de transcripción es de 3--`NS1, 
NS2, N, P, M, SH,G, F, M2-1, M2-2 y L--5`. Modificado de (Battles & McLellan, 2019). 

 

CARACTERÍSTICAS FUNCIONALES Y ESTRUCTURALES DE LAS PROTEINAS DE RSV 

 

 

 

GLICOPROTEÍNA (G) 
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La glicoproteína G esta conformada por 298 aminoácidos y pesa alrededor de 32 kDa, es 

una proteína de membrana altamente glicosilada, lo que hace que su peso molecular sea 

variable. Existen dos formas de la proteína G: la proteína completa que presenta un dominio 

intracelular, un dominio transmembrana y un dominio extracelular, y otra forma que se 

conoce como G trunca, ya que el dominio transmembrana es escindido proteolíticamente y 

genera una proteína con el dominio extracelular, la cual es secretada por las células 

infectadas (Anderson et al., 2021). El tamaño de la proteína G madura y el número de 

glicosilaciones depende del linaje celular, por ejemplo: en la línea celular Hep-2 el tamaño 

suele ser de 95kDa, en la línea celular Vero suele ser de 55 kDa mientras que las células 

bronquiales humanas primarias suelen ser de 170kDa (King et al., 2021).  

La función principal de la proteína G es la de interaccionar con los receptores celulares 

presentes en la célula huésped, así como con los glucosaminoglicanos de la superficie 

celular, para así permitir la entrada viral.  

Por otro lado, se ha reportado que la proteína G secretada participa en la evasión del 

sistema inmune (Efstathiou et al., 2020). inhibiendo la producción de interferón, al 

interaccionar con el receptor TICAM-1, el cual está relacionado con la activación de los 

receptores Toll-Like Receptor (TLR) 3/4 encargados de modular la producción de interferón 

al detectar virus de RNA (Shingai et al., 2008).  

PROTEÍNA DE FUSIÓN (F) 

La proteína F está conformada por 541 aminoácidos y pesa alrededor de 63 kDa. Su función 

es facilitar la fusión de la membrana viral con la membrana de la célula hospedera, para la 

liberación del genoma viral al citoplasma celular para dar inicio a la replicación y 

transcripción de dicho genoma (Gilman, Furmanova-Hollenstein, et al., 2019). Inicialmente 

se sintetiza una proteína precursora (F0), la cual es escindida proteolíticamente por la 

proteasa furina, generando dos subunidades (F1 y F2). Una vez formadas dichas 
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subunidades pueden formar dímeros o trímeros, los cuales finalmente se organizan sobre  

la superficie de la membrana celular (Sibert et al., 2021). También es la proteína 

responsable de la fusión de células infectadas entre si dando como resultado la formación 

de células multinucleadas (sincitios), efecto citopático característico de la infección de RSV 

(Tian et al., 2013). 

FOSFOPROTEÍNA (P) 

La fosfoproteína P, está conformada por 241 aminoácidos y pesa alrededor de 27kDa. Su 

función es asociarse con la polimerasa viral y con el factor regulador de la transcripción M2-

1 para poder llevar a cabo la transcripción y replicación del genoma viral (Blondot et al., 

2012; Gilman, Liu, et al., 2019). Esta proteína adquiere actividad al fosforilarse en los 

residuos 116,117,119, 232 y 237 lo que le permite interaccionar con la nucleoproteína y 

formar los cuerpos de inclusión (IBs), sitios producidos por la infección viral donde ocurren 

la biogénesis del nuevo genoma viral y la síntesis de los mRNA virales (Beavis et al., 2021; 

Galloux et al., 2020; Lu et al., 2002). También actúa como chaperona que se une a la 

nucleoproteína viral para evitar la asociación de la nucleoproteína con RNA celular 

permitiendo que la polimerasa viral reconozca exclusivamente al RNA viral (Galloux et al., 

2015). Adicionalmente se ha reportado que la tetramerización de la proteína P es necesaria 

para que se lleve a cabo la gemación de la partícula viral (Bajorek et al., 2021).  

NUCLEOPROTEÍNA (N) 

La nucleoproteína está constituida por 391 aminoácidos y pesa alrededor de 43.4 kDa. 

Conforma la cápside y presenta dominios de interacción con el RNA viral. Protege al RNA 

viral ya que puede oligomerizar, generando una estructura helicoidal que le da mayor 

estabilidad y evita la degradación del RNA viral por las nucleasas de la célula hospedera 

con ello evitando la activación del sistema de inmune innato a través de las moléculas 

sensoras (Gilman, Liu, et al., 2019). Adicionalmente, se ha descrito que el genoma y 
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antigenoma virales recién sintetizados son recubiertos por la nucleoproteína, formando 

estructuras conocidas como complejos ribonucleicos, que sirven como cadenas molde 

durante la replicación y transcripción viral en el ciclo de infección. 

POLIMERASA VIRAL (L) 

La polimerasa viral está constituida por 2165 aminoácidos y pesa alrededor de 280 kDa. 

Posee 3 dominios enzimáticos conservados: un dominio de RNA polimerasa dependiente 

de RNA, un dominio de polirribonucletodil transferasa y un dominio de metiltransferasa. Es 

responsable de llevar a cabo la replicación y transcripción del RNA viral, así como de llevar 

a cabo la adición y metilación del CAP de los mRNA virales recién sintetizados 

(Balakrishnan et al., 2020).  

PROTEÍNA M2 (M2-1/M2-2) 

Tanto la proteína M2.1 como M2-2 están constituidas por 90 aminoácidos y poseen un peso 

similar de alrededor de 10 kDa. El gen M2 posee dos marcos de lectura abiertos, lo que 

produce 2 mRNA distintos que al traducirsese generan dos proteínas: M2-1 y M2-2. M2-1 

forma un complejo con la polimerasa viral y con la proteína P para regular y promover el 

inicio de la transcripción de los genes de RSV ya que funciona como un cofactor esencial 

del complejo de la polimerasa viral y como un factor de procesividad transcripcional y anti 

terminación (Tran et al., 2009). 

La proteína M2-2 por otro lado participa en la regulación de la replicación y transcripción 

viral funcionando como un mediador del cambio de la transcripción a la replicación del RNA, 

que inicialmente proporciona un alto nivel de síntesis de mRNA seguido por una 

disminución en la síntesis de mRNA y un aumento en la síntesis del RNA genómico para el 

ensamblaje del virión (Bouillier et al., 2019).  

PROTEÍNA PEQUEÑA HIDROFÓBICA (SH) 
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La proteína pequeña hidrofóbica está constituida por 64 aminoácidos y pesa alrededor de 

7 kDa. Presenta una conformación transmembranal y se ha descrito que su ausencia 

conduce a la atenuación viral en el contexto de organismos completos también previene la 

apoptosis en las células infectadas (Gan et al., 2012). 

PROTEÍNA DE MATRIZ (M) 

La proteína de matriz está constituida por 256 aminoácidos y pesa alrededor de 28 kDa, 

participa en la unión entre la envoltura lipídica y la nucleocápside. Adicionalmente se ha 

descrito que participa en los eventos de ensamblaje y gemación de la partícula viral al final 

del ciclo de replicación, interactuando con las demás proteínas virales y formando pre-

partículas virales, las cuales se trasladan a la membrana plasmática de la célula hospedera 

para su ensamble final y su posterior gemación (Ward et al., 2017). También existe 

evidencia de que la proteína de matriz puede regular la replicación y transcripción viral al 

asociarse con el complejo ribonucleoprotéico viral (Ghildyal et al., 2002). También, se ha 

descrito que durante la infección tardía de RSV, la proteína de matriz interacciona con 

elementos celulares como la proteína de unión a actina, cofilina 1 (Cof1). Cuando se da la 

interacción entre ambas proteínas se promueve al aumento de los filamentos de actina 

incrementando el tráfico de proteínas sintetizadas hacia las balsas lipídicas. El aumento de 

actina, también es necesario para que se lleve a cabo de manera óptima el transporte del 

genoma viral sinterizado a los sitios de ensamblaje viral (Feng et al., 2022). Adicionalmente 

se ha observado que la proteína M se puede localizar en el núcleo, lo que sugiere que 

durante la infección por RSV puede estar inhibiendo la transcripción de la célula huésped 

durante las primeras horas infección (Sibert et al., 2021).  

 

 

PROTEÍNA NO ESTRUCTURAL 1 (NS1) 
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La proteína no estructural 1 está constituida por 121 aminoácidos y pesa alrededor de 15.5 

kDa. Se expresa de manera temprana para inhibir la respuesta inmune translocándose al 

núcleo (Thornhill & Verhoeven, 2020) donde se asocia a la cromatina celular para regular 

la transcripción de genes de la célula hospedera, particularmente los genes encargados de 

modular una respuesta antiviral (Pei et al., 2021). 

PROTEÍNA NO ESTRUCTURAL 2 (NS2) 

La proteína no estructural 2 está constituida por 124 aminoácidos y pesa alrededor de 14.5 

kDa. Se expresa de manera temprana para inhibir la respuesta inmune translocándose a la 

mitocondria en su forma homodimérica o heterodimérica (NS1-NS2) (Thornhill & 

Verhoeven, 2020) con la finalidad de interaccionar con los receptores similares a RIG-1 

bloqueando la capacidad de interactuar con la proteína antiviral mitocondrial MAVS 

inhibiendo el mecanismo de la respuesta antiviral celular (Pei et al., 2021). 

CICLO DE REPLICACIÓN DE RSV  

 

Una vez que una persona sana inhala aerosoles producidos por una persona infectada que 

contienen partículas virales de RSV comienza el proceso de entrada del virus, que inicia 

con la unión de los viriones a las moléculas de la superficie de las células hospederas y la 

fusión de las membranas del virus y de la célula hospedera. Este proceso está mediado por 

las proteínas F y G (Hallak et al., 2007; Meng et al., 2015). La proteína G interactúa con 

elementos de la superficie celular, los glicosaminoglicanos (GAG); como el heparán sulfato, 

el sulfato de condroitina y el ácido hialurónico. Después, la proteína F interactúa con los 

receptores celulares presentes en la membrana celular, específicamente con: nucleolina, el 

factor de crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF1R) 

(Currier et al., 2016; Griffiths et al., 2020, 2020; Johnson et al., 2015; Tayyari et al., 2011). 

Una vez que se establece la interacción del dominio de unión al receptor de la proteína F 

con nucleolina o algún otro receptor de los mencionados, se lleva a cabo la fusión de las 
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membranas mediada por las proteínas F-G permitiendo que el genoma viral sea liberado 

en el citoplasma, estudios recientes indicaron que los pasos iniciales de la fusión del RSV 

ocurren en microdominios ricos en colesterol en la membrana plasmática, y que las etapas 

finales de la fusión de la membrana posiblemente requiera un evento endocítico 

independiente de dinamina (Vergara et al., 2012). En otro estudio se demostró que RSV 

utiliza la macropinocitosis como mecanismo de entrada inicial seguido de fusión en 

endosomas (Krzyzaniak et al., 2013). La evidencia ahora sugiere un evento de fusión en 

dos pasos o una fusión en los endosomas después de la macropinocitosis. Sin embargo, 

puede darse el caso de que el RSV pueda fusionarse tanto en la membrana plasmática 

como en las vesículas endocíticas, con diferentes eficiencias según las condiciones 

ambientales y las células blanco. Una vez que se encuentra el genoma viral en el 

citoplasma, ocurre una primera ronda de transcripción, para sintetizar las proteínas N, P y 

M, permitiendo que se formen los cuerpos de inclusión (IB). El mRNA viral recién sintetizado 

y la proteína M2-1 antiterminadora de la transcripción viral se concentran en los 

subcompartimentos de los IB denominados gránulos asociados a IB (IBAG). Por el 

contrario, el RNA genómico viral, la nucleoproteína, la polimerasa L y su cofactor P están 

excluidos de los IBAG. Los IB son el sitio principal de síntesis de RNA viral. Dentro de estos 

se inicia con la replicación y transcripción viral de forma masiva, procesos mediados por la 

polimerasa viral L, la fosfoproteína y la proteína M2- 1. L reconoce una secuencia única en 

el extremo 3' del RNA genómico (región líder); esta región contiene la secuencia promotora 

para el inicio de la transcripción y replicación viral (Fearns et al., 2002; Marriott et al., 2001). 

El inicio y el final de la transcripción de cada uno de los genes de RSV están regulados por 

secuencias GS y GE. Se ha identificado que los proceso de transcripción del genoma viral 

pueden ocurrir durante las primeras 8 horas de la infección (Barik, 1992; Kuo et al., 1996).  
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La transcripción da origen a proteínas de novo y la replicación a nuevas copias de genoma 

viral, el cual es empaquetado en una estructura conocida como complejo ribonucleico 

(RNP), estos complejos empaquetan el RNA y lo protejen mientras se encuentra en el 

citoplasma. Las proteínas principales que se han descrito como reguladoras de la 

transcripción son las proteínas M2-1/2, que se asocian al genoma viral para servir como un 

factor de antiterminación transcripcional, así generan mRNA eficientes y completos. 

(Russell et al., 2001; Tawar et al., 2009; Zimmer et al., 2001).  

Las proteínas sintetizadas, se dirigen al complejo de Golgi para ser glicosiladas y 

finalmente, son  transportadas por la vía secretora a la superficie apical de las células. Las 

proteínas virales restantes deben concentrarse en algunas áreas de la membrana celular 

para el ensamblaje (Husby & Stahelin, 2021). Particularmente, los sitios en donde se lleva 

a cabo el ensamblaje del virión, así como los sitios para la liberación de partículas virales 

son dominios ricos en colesterol conocidos como balsas lipídicas (Chang et al., 2012). Para 

un correcto ensamblaje y liberación de las partículas virales es necesario la participación 

del citoesqueleto celular que transporta los complejos de ribonucleoproteinas (RNPs) a los 

sitios de ensamblaje final en la membrana plasmática. La correcta localización subcelular 

de los RNPs depende de la proteína de matriz. La dimerización de la proteína de matriz es 

necesaria para la interacción con el RNP y facilitando el transporte del complejo a las 

membranas plasmáticas de la célula hospedera (Förster et al., 2015; Shahriari et al., 2018). 

Finalmente, cuando se ensamblan las glicoproteínas y el complejo RNP, el virión se libera 

al entorno extracelular. Esta liberación se produce porque las concentraciones de 

glicoproteínas y complejos RNPs generan una curvatura en la membrana celular que hace 

que se cierre parte de la membrana, adicionalmente se ha descrito que la proteína SH forma 

oligómeros que se comportan como canales iónicos que se activan a pH bajo y parecen 
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estar involucrados  en la liberación de las partículas virales al medio extracelular (Gan et 

al., 2012).  

 

Figura  3 Ciclo de replicación del RSV. El ciclo de infección del RSV inicia cuando la partícula 
viral entra en contacto con células epiteliales del sistema respiratorio.  

El primer paso es el reconocimiento de los elementos de la superficie y los receptores celulares por 
parte del virus. Posteriormente hay una fusión de membranas y liberación del genoma viral al 
citoplasma. Ya liberado el genoma comienza una primera ronda de transcripción para poder formar 
los cuerpos de inclusión. En estos se llevan a cabo los procesos de replicación y transcripción viral. 
Simultáneamente, las proteínas SH, G y F son procesadas en el complejo de Golgi. Una vez 
concluidos los eventos de replicación, transcripción y traducción el genoma viral y las proteínas 
virales son translocadas a la superficie celular para que se ensamblen y se de origen a las partículas 
virales maduras, las cuales finalmente serán liberadas al espacio extracelular.  Extraído de (Shang 
et al., 2021). 

PATOGÉNESIS Y DAÑO CAUSADOS POR LA INFECCIÓN POR RSV 

 

La infección por RSV puede inducir que las mitocondrias se acumulen alrededor del núcleo 

y que se transporten al centro de la red de microtúbulos (Hu et añ., 2019). Estos cambios 

conducen al deterioro de la función mitocondrial, la pérdida del potencial de la membrana 
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mitocondrial y un aumento en la concentración de las especies reactivas de oxígeno (ROS), 

que a su vez aumentan la replicación y el título de RSV. Además, la infección por RSV 

puede estabilizar la expresión del factor 1α inducible por hipoxia (HIF-1α) en las células 

infectadas, lo que cambia el metabolismo celular para facilitar la glucólisis y la activación de 

la ruta de las pentosas fosfato mejorando aún más la capacidad de replicación del RSV 

(Morris et al., 2020). El principal daño por RSV afecta el sistema respiratorio, con la mayor 

parte del daño a las vías respiratorias mediado por la respuesta inmune y no por el virus 

per se. La principal célula que se infecta por RSV es la célula epitelial respiratoria (AEC). 

En las AEC, la proteína F inhibe la producción de interferón-λ (IFN-λ) inducida por el factor 

regulador de interferón (IRF) 1 al inducir la activación del receptor del factor de crecimiento 

epitelial, lo que también conduce a un aumento continuo de la infección viral (Kalinowski et 

al., 2018). En las células infectadas las proteínas NS1 y NS2, inhiben la respuesta de 

interferón tipo Ⅰ (IFN-Ⅰ) y otros componentes del sistema inmunológico. NS1 puede unirse 

e inhibir varias moléculas en la cascada de señalización de la respuesta de IFN-Ⅰ en RIG-

I o en la vía de los TLR (Thornhill et al., 2020). Los complejos NS1 y NS2 se transportan a 

las mitocondrias para formar degradosomas que pueden degradar una variedad de 

proteínas en la vía IFN-Ⅰ (Goswami et al., 2013, Swedan et al., 2009, Elliott et al., 2007), 

como STAT2, TRAF3 (factor 3 asociado al receptor TNF), TBK1 (quinasa 1 de unión a 

TANK) y RIG-I. La proteína NS1 también juega un papel en los cambios de las células 

CD4+/CD8+. Por un lado, NS1 inhibe la activación y proliferación de células T CD103+ 

CD8+, en las que CD103 es una molécula que guía a las células T CD8+ hacia las células 

epiteliales de la mucosa respiratoria y desencadena la actividad citolítica (Munir et al., 

2011). Al mismo tiempo, NS1 también inhibe la activación y proliferación de células Th17 

con efecto antiviral. NS1 también aumenta la expresión de IL-4 en células T CD4+ y 
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promueve la respuesta de Th2 (células T cooperadoras es mas apropiado que auxiliares ) 

al antagonizar IFN-I. 

El cuadro clínico clásico provocado por el RSV es la bronquiolitis principalmente en bebes,  

niños, así como en adultos inmunosuprimidos y ancianos. Los signos distintivos de la 

bronquiolitis por RSV son sibilancias, tos y aumento del esfuerzo respiratorio causado por 

la infección de las vías respiratorias bronquiales. También se presenta una fase nasal de la 

infección, que puede causar estornudos, congestión y apnea (Sabogal et al., 2005).  

Los bebés prematuros tienen un riesgo 10 veces mayor de infección por RSV y representan 

del 25 % al 30 % de las hospitalizaciones anuales por este virus (Simoes et al., 1999).  La 

prematuridad como factor de riesgo para RSV está principalmente ligada a la fisiología de 

la transferencia de inmunoglobulina G (IgG) placentaria. La placenta humana no es 

permeable a la IgG durante la primera mitad del embarazo debido a la baja expresión del 

receptor Fc necesario para que las inmunoglobulinas se unan y sean transferidas a la 

circulación fetal. Además, la IgG materna es reconocida como una proteína extraña por el 

recién nacido y es progresivamente eliminada de la circulación por el hígado (Ballow et al., 

1986). 

Por lo tanto, la disminución de IgG continúa después del nacimiento, alcanzando la 

concentración más baja a los 2 o 3 meses de edad porque los recién nacidos son incapaces 

de sintetizar sus propios anticuerpos. Durante este tiempo, los bebés nacidos a término 

corren el mayor riesgo de desarrollar una infección por RSV. El riesgo es lógicamente mayor 

para los neonatos prematuros que carecen del beneficio total de la transferencia de IgG 

que ocurre durante el último trimestre, lo que hace que los niveles de anticuerpos sean aún 

más bajos para estos neonatos prematuros (Ballow et al., 1986). 
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Los niños infectados por RSV durante su primer año de vida desarrollan un mayor riesgo 

de episodios posteriores de obstrucción bronquial. Un estudio realizado en Suecia con una 

cohorte de 47 bebés hospitalizados con bronquiolitis por RSV comprobada por cultivo, 

mostró un aumento significativo del asma diagnosticada (38 %) en comparación con los 93 

controles (2 %) a los 7,5 años (P < 0,0001).   

Los antecedentes de infección por RSV son importantes tanto como desencadenantes de 

ataques de asma como en el mismo inicio de la enfermedad. Un análisis multivariado de la 

misma cohorte sueca mostró que los niños sin infección previa por RSV ni antecedentes 

familiares de asma tenían aproximadamente un 5% de riesgo de desarrollar asma a la edad 

de 7,5 años. Ninguno de los niños con antecedentes familiares de asma, pero sin 

antecedentes de infección por RSV desarrolló asma durante el seguimiento. Los niños que 

tenían una infección por RSV sin una predisposición familiar al asma tenían 

aproximadamente un 20% de riesgo de desarrollar asma. Los niños con infección previa 

por RSV y antecedentes familiares de asma tenían el riesgo más alto (~40 %) de desarrollar 

asma (Sigurs et al., 2000).  

Este estudio parece demostrar que incluso si un niño tiene una predisposición genética al 

desarrollo de asma, las manifestaciones clínicas no se desarrollarán sin la exposición a 

agentes ambientales que permitan la expresión real de los genes predisponentes, como la 

infección por RSV en los primeros meses de vida.  

MECANISMOS DE TRANSMISIÓN DEL RSV 

El RSV se transmite horizontalmente a través del contacto directo de la mucosa 

nasofaríngea o conjuntival con secreciones respiratorias de pacientes infectados. Después 

de la replicación en la mucosa nasal, el RSV se propaga por todo el tracto respiratorio y 

causa síntomas en las vías respiratorias superiores, como rinorrea clara y estornudos, así 

como síntomas en las vías respiratorias inferiores, como tos, obstrucción del flujo de aire, 
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sibilancias y aumento del uso de los músculos respiratorios accesorios como resultado de 

la inflamación, el edema y necrosis de la mucosa respiratoria (Piedimonte et al., 2015). Las 

reinfecciones anuales son frecuentes porque este virus induce una memoria inmune de 

corta duración ya que la respuesta de células T específicas para RSV no proporciona 

protección contra la reinfección debido a que la reinfección genera más células T efectoras 

que de memoria, pero generalmente estas reinfecciones se limitan a causar enfermedades 

similares al resfriado común más leves que la primera infección. 

RSV EN EL EMBARAZO 

 

Se ha reportado en múltiples estudios que en mujeres embarazadas el RSV puede 

transmitirse verticalmente a la descendencia y provocar resultados perinatales adversos. 

Estudios epidemiológicos sugieren que la infección por RSV generalmente es poco común 

en mujeres embarazadas y ocurre en 2-9% de los embarazos (Chu et al., 2016, Chaw et 

al., 2016). Las manifestaciones clínicas frecuentes incluyen fiebre, con una duración de 2-

3 días, y síntomas de las vías respiratorias superiores como rinorrea y dolor de garganta 

con una duración de 4 días. Con menos frecuencia, se observan sibilancias, dificultad para 

respirar, hipoxemia y otros síntomas de afectación de las vías respiratorias inferiores, que 

en ocasiones requieren hospitalización (Chaw et al., 2016, Hause et al., 2019). Un estudio 

prospectivo informó que el 50% de las mujeres embarazadas positivas a RSV desarrollaron 

una infección grave que requirió más de 3 días de hospitalización, y al 40 % de ellas se les 

diagnosticó neumonía. Curiosamente, el parto prematuro ocurrió con mayor frecuencia en 

mujeres embarazadas con RSV positivo en comparación con los controles negativos. 

Adicionalmente, se reportó que las complicaciones fueron más frecuentes con las 

infecciones del tercer trimestre (Hause et al., 2019). En un estudio más reciente, los autores 

demostraron que 10 de 20 mujeres embarazadas con infección por RSV fueron 

hospitalizadas por neumonía, atelectasia, insuficiencia respiratoria o sepsis (Regan et al., 
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2018), y 9 de ellas tenían al menos una condición comórbida como asma, obesidad, o 

coinfección. Nuevamente, 9 de cada 10 mujeres embarazadas fueron hospitalizadas 

durante el tercer trimestre del embarazo, un período en el que se producen importantes 

cambios fisiológicos en los sistemas respiratorio e inmunitario de la madre. Cabe señalar 

que la verdadera incidencia de infección por RSV en el embarazo podría estar 

subdiagnosticada debido a la poca frecuencia de las pruebas.  

Múltiples informes de antígenos y secuencias genómicas del RSV en tejidos 

extrapulmonares (por ejemplo, células del estroma de la médula ósea humana) de sujetos 

humanos infectados respaldan la hipótesis de que este virus tiene acceso a la circulación 

sistémica, lo que implica la posible transmisión de esta infección desde el tracto respiratorio 

de la madre al feto durante el embarazo (Rezaee et al., 2011, Campbell et al., 2010). En un 

modelo experimental de infección materna en roedores en una temporalidad intermedia de 

la gestación, se encontró el genoma del RSV en el 30 % de los fetos, así como en los 

pulmones del 40 % de los recién nacidos y el 25 % de los adultos expuestos en el útero 

(Piedimonte et al., 2013). Tanto los ratones recién nacidos expuestos no infectados 

(nacidos de una madre infectada) como infectados (es decir, con RNA de RSV detectado 

en los pulmones) mostraron evidencia de inmunidad Th1 alterada, inervación colinérgica 

aberrante e hiperreactividad de las vías respiratorias tanto a metacolina como la 

estimulación nerviosa después de la reinfección posnatal por RSV (Piedimonte et al., 2013, 

Brown et al., 2017, Manti et al., 2017). Estos datos experimentales fueron respaldados 

sucesivamente por un estudio independiente en humanos que mostró presencia del 

genoma de RSV en células mononucleares de sangre del cordón umbilical de 26 de 45 

recién nacidos (57,7 %) cuya gestación fue a término y con madres sanas reclutadas antes 

del parto, mediante PCR digital en gotas (ddPCR) (Fonceca et al., 2017) Como la sangre 

del cordón es de origen exclusivamente fetal, cualquier virus aislado de la sangre del cordón 
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solo puede ser transmitido por la madre durante el embarazo, y esta prueba es 

universalmente aceptada como el “estándar de oro” de la transmisión vertical (Manti et al., 

2022). De hecho, de acuerdo con el perfil epidemiológico de los brotes de RSV, se 

identificaron muestras positivas para RSV en los nacimientos durante todo el año, pero se 

observó una mayor cantidad de muestras positivas de RSV en invierno en comparación con 

los meses de nacimiento no invernales (Manti et al., 2022).  

Casos clínicos han apoyado este fenómeno ya que se detectó el genoma de RSV en células 

mononucleares de sangre del cordón umbilical y en la sangre periférica de un recién nacido 

que presentaba dificultad respiratoria grave, inmediatamente después del parto de una 

madre con evidencia serológica y clínica de infección por el RSV durante el tercer trimestre 

del embarazo (Manti et al., 2017). Además, otro estudio publicado por Bokun y 

colaboradores (Bokun et al., 2019) demostró con muestras de placentas humanas 

infectadas con RSV que las células de Hofbauer (macrófagos fetales migratorios de tipo M2 

ubicados en el estroma de las vellosidades coriónicas) soportan la infección por RSV hasta 

por 30 días y también pueden transmitir la infección a células epiteliales vírgenes a través 

de un mecanismo dependiente de contacto. Debido a que las células de Hofbauer pueden 

migrar y están localizadas en la proximidad de la vasculatura fetal, pueden cruzar a la 

circulación fetal y propagarse por vía hematógena al pulmón fetal, como se muestra con 

otros virus de transmisión vertical como el Zika (Bokun et al., 2019). 

La infección transplacentaria da como resultado complicaciones del embarazo y resultados 

adversos durante parto. El primer caso de transmisión vertical del RSV se describió en un 

bebé de 35 semanas que nació por cesárea debido a la reducción del movimiento fetal. 

Después del parto, el bebé experimentó síndrome de dificultad respiratoria y dio positivo 

para RSV, según lo diagnosticado por IgM e IgA anti-RSV en suero de alto título, así como 

por amplificación por PCR de RNA de RSV. Paralelamente, también se detectó infección 
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por RSV en la madre y se confirmó por IgM, IgA e IgG anti-RSV positivas. El lactante requirió 

soporte ventilatorio y, a los 17 días de vida, dio negativo para RSV (Manti et al., 2017). 

En un estudio similar, Chu y colaboradores informaron que la infección por RSV en mujeres 

embarazadas se asoció con prematuridad y bajo peso al nacer para la edad gestacional 

(Chu et al., 2017). Una vez más, el 57 % (4 de 7) de estos bebés dieron positivo para la 

infección por RSV durante los 6 meses de vida. Posteriormente, los mismos autores 

estudiaron la evidencia serológica de inmunidad anti-RSV en la sangre del cordón umbilical 

fetal de descendientes nacidos de mujeres con enfermedad respiratoria mediada por RSV 

durante el tercer trimestre del embarazo, y correlacionaron los datos serológicos con los 

resultados clínicos posnatales (Manti et al., 2020). Se detectaron IgG, IgA o IgM anti-RSV 

en todas las muestras de suero de sangre de cordón umbilical extraídas de bebés nacidos 

de madres infectadas con RSV y que experimentaron resultados clínicos posnatales 

adversos. El cincuenta por ciento de los recién nacidos seropositivos desarrollaron al menos 

un signo/síntoma del tracto respiratorio, incluido el síndrome de dificultad respiratoria (n=8), 

insuficiencia respiratoria (n=3) y neumonía (n=1). También requirieron más días con 

oxígeno en comparación con el grupo control (Manti et al., 2020). 

Interesantemente, en el trabajo de (Bokun et al., 2019) se encontró que los citotrofoblastos 

de cultivo primario obtenidos a termino son capaces de permitir la entrada viral y la síntesis 

de altas cantidades de proteína G en comparación con las células de Hofbauer que en ese 

trabajo fueron las células de interés como una propuesta de mecanismo de tranmisión de 

la infección de la madre al feto, sin embargo, no se pudo demostrar en ese trabajo que los 

citotrofoblastos produjeran partículas virales infectivas. En otro estudio conducido por 

nuestro equipo de trabajo (Velazquez-Cervantes et al., 2019) se demostró que al menos la 

línea celular BeWo, un modelo de citotrofoblastos es capaz de infectarse y generar 

partículas virales infectivas. Esto permite postular que quizá trofoblastos de primer trimestre 
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de gestación puedan ser mas permisivos a la infección, particularmente los 

sincitiotrofoblastos, que de ser susceptibles podrían ser la puerta de entrada del virus a la 

placenta principalmente en este periodo de tiempo en la gestación donde tanto la madre y 

el feto son más susceptibles a cuadros graves por infecciones tanto virales como 

bacterianas. 

ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LA PLACENTA  

 

La placenta es un órgano que forma parte de la interfase materno-fetal es fundamental en 

el desarrollo embrionario, se origina por una serie de adaptaciones del endometrio durante 

la implantación del cigoto cuando se establece un sistema circulatorio que alimentara 

directamente con sangre materna al espacio intervelloso (EIV). El EIV es una cavidad que 

contiene líquido que está en contacto directo con los arboles vellosos de la placenta, 

estructuras formadas por células especializadas denominadas sincitiotrofoblastos (SIN). La 

organización anatómica de la placenta humana permite que las vellosidades de origen fetal 

estén en contacto directo con la sangre materna (Coyne and Lazear, 2016). 

LAS VELLOSIDADES CORIÓNICAS COMO PRINCIPAL ESTRUCTURA ANATÓMICA 

FUNCIONAL DE LA PLACENTA 

 

Las vellosidades coriónicas son estructuras compuestas por células denominadas 

trofoblastos, una vellosidad coriónica esta compuesta por un epitelio polarizado de 

citotrofoblastos (CIT) progenitores anclados a una membrana basal. Estos CIT son 

altamente proliferativos y tienen la capacidad de migrar, de esta forma se diferencian en 

vellosidades de flotación y de anclaje (León-Juárez et al., 2017). 

Los 2 diferentes tipos de vellosidades se pueden clasificar dependiendo de las células que 

los forman, su disposición en el EIV y su funcionamiento, teniendo en cuenta esta idea se 

clasifican en: 
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Vellosidades de flotación: Los CIT se pueden diferenciar para fusionarse y formar células 

gigantes multinucleadas SIN; estos son altamente polarizados, lo que permite que una cara 

se adhiera a los árboles vellosos fetales en la placenta y la otra este en contacto con la 

circulación materna (Apaza Valencia, 2014; León-Juárez et al., 2017). Los SIN están 

cubiertos por microvellosidades ramificadas densas en sus superficies apicales que sirven 

para el intercambio de gases, nutrientes y deshechos entre la madre y el feto durante el 

embarazo. En las últimas etapas del embarazo la capa del CIT se vuelve discontinua por la 

alta diferenciación a SIN (Apaza Valencia, 2014; Coyne and Lazear, 2016). 

Vellosidades de anclaje: Los CIT también se pueden diferenciar en otras células 

mononucleares no polarizadas que tienden a agregarse llamadas trofoblastos extra 

vellosos. Los trofoblastos extravellosos endovasculares (TEE) tienen la capacidad de unirse 

y penetrar en la pared uterina para formar un puente entre la madre y el feto. Los CIT 

también pueden diferenciarse en otras células con la capacidad de invadir la decidua 

materna y reemplazar las células endoteliales de las venas y arterias uterinas. Esta invasión 

termina con la formación de células hibridas que permiten la fusión de la circulación materna 

y fetal (León-Juárez et al., 2017).   

La relación entre estas dos vellosidades (Vellosidad de flotación/vellosidad de anclaje) 

aumenta al progresar la gestación (Apaza Valencia, 2014). El hecho de que los SIN estén 

en contacto directo con la sangre materna habla de la importancia de estos como barrera 

protectora contra cualquier agente que pueda dañar al feto. Esta barrera protectora es 

funcional desde las primeras etapas del embarazo presentándose una capa completa 

rodeando al embrión a partir de aproximadamente los 7 días de la implantación. 

Cuando el sistema circulatorio uteroplacentario está completamente establecido 

(aproximadamente a las 12 semanas), la placenta es la única barrera que evita que los 

microorganismos en la sangre materna accedan al compartimento fetal. (Coyne and Lazear, 
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2016). Los SIN son las células que funcionan como barrera protectora contra los patógenos 

que pueden estar en la circulación materna, y se cree que todas las sustancias pasan de la 

circulación materna a la fetal bajo el control de los SIN. Estas células son resistentes a la 

infección por la gran mayoría de patógenos, los mecanismos moleculares por los cuales el 

sincitiotrofoblasto resiste la infección aún no están completamente dilucidados pero la 

explicación más simple es que el sincitiotrofoblasto no expresa los receptores necesarios 

para la entrada de la mayoría de los patógenos, como el virus del herpes simple (HSV)-1 

(Koi et al. ., 2002), pero también existe evidencia de una resistencia física conferida por su 

capacidad para formar redes complejas de actina que limita la invasión de algunos 

patógenos (Robbins et al., 2010), además, se ha descrito que la superficie sincitial presenta 

una superficie densa, microvellosidades ramificadas en la superficie apical (Zeldovich et al., 

2013) que pueden ser responsables de una resistencia física a la infección. Otra posibilidad 

es que, dado que la placenta humana expresa altos niveles de péptidos antimicrobianos, 

defensinas (King et al., 2007; Svinarich et al., 1997), receptores tipo toll (TLR) (Ma et al., 

2007; Patni et al. Al., 2009; Pudney et al., 2016; Tangeras et al., 2014) y proteínas del 

dominio de oligomerización de unión a nucleótidos (NOD) (Costello et al., 2007), todas estas 

moléculas limitan la capacidad de los patógenos para infectar no solo el sincitiotrofoblasto, 

sino también otras células placentarias, aunque el papel real de estas moléculas no se 

comprende por completo. 

 En este sentido, existe evidencia de que algunos virus como el virus Coxsackie (Esucher 

et al., 2001), el citomegalovirus humano (HCMV) (Schleiss et al., 2007) y más recientemente 

el SARS-CoV-2 (Argueta et al., 2021) pueden infectar sincitiotrofoblastos y usarlos como 

una vía de entrada al ambiente placentario, por lo que no sería descabellado postular que 

RSV podría infectar estas células y de esta forma acceder a la placenta y empezar a causar 

daño en el desarrollo del feto. 
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Figura  4 Estructura de la placenta humana.  

La imagen muestra una sección transversal a través una vellosidad coriónica; se ilustra el número y 
tipo de capas de células entre la sangre materna y fetal. El modelo celular usado en este trabajo se 
encuentra especificado a partir del tipo de trofoblasto del cual fue aislada cada linea celular. 
Modificado  de (Moisés-León et al., 2017). 

LAS CELULAS BEWO DIFERENCIADAS A SINCITIOTROFOBLASTOS COMO MODELO 

DE ESTUDIO PARA LA INFECCIÓN POR RSV 

 

En el contexto de tejido placentario, existe evidencia de la infección en fibroblastos, 

trofoblastos y células de Hofbauer por RSV, pero no se ha demostrado de forma definitiva 

el mecanismo exacto de transmisión vertical del RSV al feto (Bokun et al., 2019). 

Adicionalmente como antecedente directo, nuestro grupo de trabajo demostró que la línea 

celular BeWo, derivada de un coriocarcinoma que mantiene muchas características del 

tejido del cual se deriva comportándose como un citotrofoblasto, es susceptible a la 

infección por RSV y produce partículas virales infectivas (Velázquez-Cervantez et al., 2019). 
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Esta línea celular puede resultar muy útil para estudiar la infección de RSV en los 

sincitiotrofoblastos, ya que estas células son capaces de diferenciarse a sincitiotrofoblastos 

mediante un tratamiento con AMP cíclico (cAMP) (Chen et al., 2013). Los 

sincitiotrofoblastos obtenidos a partir de células BeWo in vitro, presentan un perfil de 

expresión de distintos marcadores que son necesarios en su proceso de diferenciación, 

entre ellos uno de los más utilizados como marcador es Syncintina 2 que es una proteína 

de superficie necesaria para que se lleve a cabo la fusión de estas células durante el 

proceso de diferenciación. Recientemente, se han estudiado nuevas proteínas que 

presentan expresión en sincitiotrofoblastos obtenidos in vitro. Una muy prometedora es la 

proteína cinasa inducida por sal 1 (SIK1) que es un miembro de las SIK, un grupo de cinasas 

activadas por AMP (AMPK) relacionadas con la familia de las serina-treonina cinasas 

(Wang et al., 1999). Las SIK son reguladoras negativas de la señalización de cAMP. Se ha 

demostrado que SIK1 juega un papel crítico en la diferenciación celular al aumentar la 

estabilidad celular, lo que permite que se produzca la fusión. (Stewart et al., 2013).  

La línea BeWo diferenciada, de ser susceptible a la infección podría ser un modelo ideal 

para estudiar la infección por RSV en sincitiotrofoblastos y crucial para el estudio de la 

transmisión materno-fetal de la RSV. 

JUSTIFICACIÓN 

 

La infección por RSV en mujeres embarazadas aumenta el riesgo de resultados adversos 

perinatales. Se ha descrito que la placenta puede ser un puente para la infección por este 

virus y transmitir la infección al feto. Aunque no existen líneas celulares de 

sincitiotrofoblastos, la línea celular BeWo es un modelo de trofoblastos muy utilizado en el 

ámbito perinatal y su diferenciación a sincitiotrofoblastos puede inducirse in-vitro.  Este 

modelo, de ser susceptible a la infección, podría ser un modelo ideal para estudiar la 
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infección por RSV en sincitiotrofoblastos y crucial para el estudio de la transmisión materno-

fetal del RSV facilitando su estudio in vitro en un contexto perinatal. 

HIPÓTESIS 

 

La línea celular BeWo diferenciada a sincitiotrofobastos (BeWo SIN), es más 

permisiva a la infección por RSV que las células BeWo no diferenciadas, 

representando un modelo de estudio experimental.  

OBJETIVO GENERAL 

 

Establecer el modelo de sincitiotrofoblastos a partir de la línea celular BeWo y 

evaluar su permisividad a la infección por RSV. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Analizar los marcadores de diferenciación en las células BeWo diferenciadas a 

sincitiotrofoblastos: 

• Evaluar la expresión de los genes syn 2 y sik1.  

• Evaluar la presencia de la proteína Syncintina 2. 

• Evaluar la formación de sincitios. 
 

2. Evaluar la permisividad del modelo BeWo SIN a la infección por RSV: 
 

• Observando la presencia de los marcadores virales, nucleoproteína y M2-1 
a nivel de proteína en el modelo BeWo SIN infectado por RSV. 
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METODOLOGÍA 

 

 PROPAGACIÓN Y MANTENIMIENTO DE LINEAS CÉLULARES 

 

Tabla 1 Lineas celulares utilizadas en el trabajo y su aplicación en el experimento correspondiente. 

 

Las células BeWo se mantuvieron en botellas  25 con medio F12K suplementado con suero 

fetal bovino (SFB) al 10%, y antibiótico-antimicótico Gibco (10000 unidades/mL de 

penicilina, 10000 μg/mL de estreptomicina y 25 μg/mL de antimicótico Anfotericina B 

/Fungizone) al 1%, cuando la confluencia se acercó al 100% se realizaron pases celulares 

en los que las células se lavaron 3 veces, se despegaron con tripsina y se centrifugaron a 

112 x g por 5 min para obtener un botón celular, se re suspendieron los paquetes celulares 

en 1 mL de medio y se cuantificaron las células en una cámara de Neubauer utilizando azul 

de tripano, posteriormente se cultivaron en botellas t25, 1.5 millones de células, se les 

adicionó medio de crecimiento: F12K suplementado con suero fetal bovino al 10%, y 

antibiótico-antimicótico Gibco (10000 unidades/mL de penicilina, 10000 μg/mL de 

estreptomicina y 25 μg/mL de antimicótico Anfotericina B Fungizone) al 1%; y se incubaron 

por 24 h a 37 °C en una atmosfera de CO2 al 5 %. Finalizado el tiempo de incubación se 

hizo un lavado con medio base con el fin de eliminar las células que no se habían adherido 

a las botellas de cultivo. 

Línea Celular Origen Aplicación en el trabajo 

BeWo Células de  

coriocarcinóma  

humano. 

Modelo de trofoblastos presente en 

vellosidades de flotación humanas 

utilizado en ensayos de infección e 

inmunofluorescencia. 
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GENERACIÓN DE UN STOCK VIRAL DE RSV   

 En una botella t25  (25 cm2) se crecieron células Hep-2 en medio DMEM suplementado 

con 5 % de SFB y 1 % de antibiótico-antimicótico hasta obtener una confluencia del 90%; 

se lavaron con medio base  y se infectaron con RSV dejando adsorber durante 2 hrs 

agitando suavemente mediante un ligera inclinación de las botellas cada 15 minutos, se 

quitó el inoculó y se agregó medio DMEM  suplementado con 5% de SFB y 1 % de 

antibiótico-antimicótico y se incubó a 37 °C en atmósfera de CO2 hasta observar un efecto 

citopático y acidificación del medio, se recuperó el sobrenadante, se centrifugó a 112 x g 

durante 5 min a 4 °C para eliminar los restos celulares, el sobrenadante  se transfirió a 5 

botellas  t75 (75 cm2) células Hep-2 a aproximadamente 90% de confluencia, se dejó 2 hrs 

de adsorción y posteriormente se completó el medio con medio DMEM suplementado con 

5% de SFB y 1 % de antibiótico-antimicótico, posteriormente se dejó la infección hasta 

observar franco efecto citopático, finalmente se despegaron las células con un scraper y se 

recoleto el contenido de las botellas t75, se centrifugó a 112 x g durante 5 min a 4 °C para 

eliminar los restos celulares y todo el contenido se concentró utilizando un centricón,  se 

centrifugó a 1372 x g durante 30 min a 4 °C, se repitió las veces necesarias hasta que se 

centrifugó el total del sobrenadante, por último se le adicionó 10% del volumen total de SPG 

y se hicieron alícuotas de 100 µL, que se congelarón  a -70 °C para su posterior titulación. 

TITULACIÓN DEL STOCK DE RSV 

Se sembraron células Hep-2 en placas de 24 pozos (120,000 células por pozo) y se 

crecieron hasta 90 % de confluencia. Los pozos se infectaron con diluciones seriadas desde 

10-1 hasta 10-5 del stock viral obtenido, uno de los pozos se utilizó como control sin virus.  

Se dejó adsorber el virus por 2 h a 37 °C y 5 % de CO2, agitando suavemente cada 15 min. 

Una vez finalizado el tiempo de infección se retiró el inóculo, empezando por el control y de 

la mayor dilución a la menor, se adicionó medio semisólido con carboximetilcelulosa (1%) 

y se incubó la placa durante 5 días hasta la aparición de placas de líticas. Una vez 
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observadas las placas de líticas se fijaron las células con una solución de formaldehido 

(PFA) al 3.65 % y se tiñeron las placas con critstal violeta (0.1 P/v). 

El título viral se calcula aplicando la siguiente formula: 

𝑈𝐹𝑃

𝑚𝐿
: 

#𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎𝑠 ∗ 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑖𝑛ó𝑐𝑢𝑙𝑜
 

ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR ANTE EL TRATAMIENTO CON cAMP  

Se sembraron 20,000  células BeWo por pozo en una placa de 96 pozos, se dejaron adherir 

toda la noche, posteriormente se retiró el medio de crecimiento y se adicionó medio de 

mantenimiento y diferentes concentraciónes de cAMP (50 µM, 100 µM y 150 µM) por 

triplicado, asi como al vehículo en el cual se disuelve el cAMP (Agua) en el mismo volumen 

que la máxima concentración de cAMP, se dejó el tratamiento durante 48 horas y 

posteriormente se retiró el medio, se lavaron los pozos con 100 µL de PBS y se adicionaron 

100 µL de solución de MTT  en medio F12K (0.55mg/mL) por pozo y se incubaron por 1:30 

horas a 37 °C en agitación y oscuridad, posteriormente se retiró el MTT y se adicionó  

solución para detener la reacción (Tritón/Isopropanol/HCl) y se incubó  1:30 horas a 37 °C 

en agitación y oscuridad, posteriormente se resuspendio el contenido de todos los pozos y 

se leyó en un epectrofotometro a una longitud de onda  de  570 nm. 

DIFERENCIACIÓN DE CELULAS BEWO CON cAMP  

Se sembraron 120,000 células BeWo por pozo en una placa de 24 pozos, se dejaron adherir 

toda la noche, posteriormente se retiró el medio de crecimiento y se adicionó medio de 

mantenimiento cAMP a una concentración 100 µM, se dejó el tratamiento durante 48 horas 

y posteriormente se retiró el medio, se lavaron los pozos con 100 µL de PBS, estas células 

ya diferenciadas se utilizaron para ensayos de infección, asi como extracción de mRNA, 

proteínas y ensayos de inmunofluorescencia para demostrar la diferenciación celular. 

EXTRACCIÓN DE RNA  
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La extracción se realizó a partir de cultivos celulares de las células BeWo tratadas y sin 

tratar con cAMP. Se retiró el medio de cultivo a cajas t25 de cada línea célular a un 90% de 

confluencia y se les adicionó 500 µL de Trizol, se homogenizó  pipeteando repetidamente, 

se transfirió la suspensión a un tubo eppendorf de 1.5 mL que se incubó 5 min a temperatura 

ambiente, después se agregaron 200 µL de cloroformo para extraer los ácidos nucleicos en 

la fase acuosa y separar el resto de los componentes celulares en la fase orgánica, se 

homogenizaron en vórtex, posteriormente se incubaron 3 min a temperatura ambiente, y  

se centrifugaron a 16,128 x g durante 5 min a 4 °C.  Se recuperó la fase acuosa, y se 

transfirió a otro tubo eppendorf, posteriormente se adicionó 500 µL de isopropanol y se 

incubó 10 min a temperatura ambiente para favorecer la precipitación del RNA, una vez 

transcurrido el tiempo de incubación, se centrifugó a 16,128 x g durante 10 min, terminada 

la centrifugación se decantó el sobrenadante y el pellet se lavó con 1000 µL de etanol al 

75%, se centrifugo a 6300 x g durante 5 min a 4 °C. Por último, el sobrenadante se decantó 

y el pellet se dejó secar a temperatura ambiente durante 30 min. Una vez seco se 

resuspendió en 15 µL de agua con Dietilpirocarbonato (DEPC). 

Se trató con DNAsa adicionando 2 µL de Buffer de DNAsa 10x y 2-3 µL de DNAsa (10U 

/mL), el tubo de reacción se colocó en termoblock a 37 °C por 30 min, posteriormente a 65 

°C por 10 min y finalmente se mantuvo en hielo. La integridad del RNA se determinó 

mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 %, aplicando una corriente de 100 volts 

en TBE 1X durante 30 min y se visualizó en un fotodocumentador, el tamaño molecular se 

analizó gracias a la precencia del marcador de peso molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder 

(0.5 µg/µL).  

Una vez tratado el RNA, se determinó su concentración y pureza mediante 

espectrofotometría en un NanoDrop 2000.  
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EXTRACCIÓN DE PROTEINAS 

Se crecieron las células BeWo en cajas t25 (cm2) y se obtuvieron los extractos proteicos 

para esto se despegaron las células con tripsina y se centrifugaron a 1,000 rpm por 5 min, 

después el paquete celular se resuspendió con PBS 1X y se centrifugo a 2,000 rpm 5 min; 

se utilizó el reactivo comercial EM-PER (Thermo Scientific, EUA) para lisar las células y 

extraer las proteínas totales, y se adicionó un inhibidor de proteasas Halt® Protease & 

Phosphatase inhibitor (Thermo Scientific, EUA) a una concentración de 1X. Los extractos 

celulares se trabajaron a una temperatura de 4°C por 1 h y los restos celulares se eliminaron 

por centrifugación a 13,000 x g por 5 min a una temperatura de 4°C. La concentración de 

proteínas se determinó por el método Bradford, a una  absorbancia a 630 nm, se cuantificó 

con una curva estándar de albúmina. Los extractos se conservaron a -70°C hasta su 

procesamiento. 

ENSAYO DE WESTERN BLOT 

Se tomaron 50 μg de cada extracto proteico y se resuspendieron en buffer Laemli, se 

desnaturalizaron las proteínas a temperatura de 96°C durante 10 minutos. Se realizaron 

geles desnaturalizantes de poliacrilamida 10-15%, y se corrieron los extractos proteicos en 

buffer de corrida (192 mM de glicina, 25 mM Tris-base) por 90 minutos a 100 volts en una 

cámara de electroforesis (Bio-Rad). Terminando la electroforesis se transfirieron las 

proteínas en una membrana de nitrocelulosa por el sistema de electrotransferencia y buffer 

de transferencia (192 mM de glicina, 25 mM Tris-base, metanol 1:5) a 120 volts durante 1 

hora y 30 minutos a 4°C. Posteriormente la membrana se bloqueó por 1 hora con PBS-

Tween-leche descremada 5%, se hicieron 4 lavados de 10 minutos con PBS-Tween 0.5%. 

Posteriormente se incubaron las membranas con el anticuerpo primario contra GAPDH, 

Syncintina 2, PBS-Tween-leche descremada 5% por 1 hora a temperatura ambiente, 

pasado el tiempo de incubación se lavaron las membranas 4 veces como se mencionó 

anteriormente. Finalmente se incubó el anticuerpo secundario anti-rabbit o anti-mouse 
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acoplados a HRP (1:3000) con PBS-Tween-leche 5% durante 1 hora a temperatura 

ambiente, posteriormente se lavaron con las condiciones antes mencionadas. Finalmente 

se reveló la membrana mediante el uso de un Kit de revelado de placas radiográficas. 

SÍNTESIS DE cDNA A PARTIR DE RNA TOTAL 

Posteriormente con el RNA extraido se sintetizó DNA complementario (cDNA), permitiendo 

realizar la amplificación de los todos los genes que se están expresando/transcribiendo. Se 

utilizó un Kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis. Para la transcripción reversa del RNA 

total obtenido, se hizo una mezcla de reacción final de 20 µL, que consiste en buffer de 

reacción (1 x), oligo dT (5 µM), random primer (5 µM), inhibidor RiboLock RNAses (1 U/µL), 

dNTPs (1 mM), retrotranscriptasa (10 U/µL), RNA (5 µg), y el volumen de agua faltante para 

completar un volumen final de 20 µL. 

Tabla 2 Condiciones de PCR para obtener cDNA de células inconfectadas con el virus Zika. 

Etapas Temperatura (°C) Tiempo (min) No. Ciclos 

Incubación 25 30 1 

Retrotranscripción 42 60 5 

Extensión final 70 5 1 

Temperatura de 

conservación 

4 Indefinido 1 

 

AMPLIFICACIÓN DE SYNCINTINA2 Y SIK1 POR qPCR 

Primero se estandarizó la reacción de PCR punto final, para esto se llevó a cabo una 

reacción con una unidad de la enzima Taq polimerasa, buffer de reacción y dNTP’s 10 mM. 

Las condiciones establecidas para amplificar los genes SIK1 y Syn2 se enlistan a 
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continuación. Una vez amplificado, el producto se corrió en un gel de agarosa al 1.5% y se 

identificó la banda correspondiente al tamaño esperado.  

Las mismas condiciones se utilizaron para realizar una qPCR para determinar los niveles 

de expresión de Syn2, SIK1. 

La reacción de qPCR se llevó a cabo utilizando un kit de SYBR Green. Las condiciones 

establecidas para amplificar los genes SIK1 y Syn2 se enlistan a continuación. Una vez 

terminado el ensayo de qPCR se analizaron las curvas y el valor de CT obtenido para los 

diferentes genes, y normalizandolo con el gen housekeeping GAPDH. 

Tabla 3 Condiciones de PCR para amplificar los genes de las proteínas SIK1, Syn2  y GAPDH a 
partir de cDNA. 

Primer Secuencia  

Forward GAPDH 

primer 

5′- GGACCTGACCTGCCGTCTAG -3′ 

Reverse GAPDH 

primer 

5′- GACCCGATGTGACTCGTGGT-3′ 

Forward SIK1 

primer 

5′- TTCTCCGCACACAGCTACAC-3′ 

Reverse SIK1 

primer 

5′- GGCATTCCGATACTCCTTGA-3′ 

Forward Syn2 

primer 

5´-AGCAGCCGTAGTCCTTCAAA-3´ 
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Reverse Syn2 

primer 

5´- AGGGGAAGAACCCAAGAGAA-3´ 

 

Etapas Temperatura (°C) Tiempo (min) No. Ciclos 

Desnaturalización  

inicial 

95 10:00 1 

Desnaturalización 95 0:10  

40 Alineamiento 58 0:30 

Extensión 72 0:30 

Extensión final 72 7 1 

Temperatura de  

conservación 

4 indefinido 1 

 

ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA 

Para evidenciar  los componentes célulares y virales se llevo a cabo ensayos de  

inmunofluorescencia, se sembraron 120,000 células BeWo por pozo en cubreobjetos, 

dentro de pozos en una placa de 24 pozos, se dejaron toda la noche para adherencia, y se 

realizaron ensayos de infección con RSV, posteriormente se fijaron las células con 300 µL 

de PFA al 4% durante 20 min, se retiró el PFA y se volvió a hacer un lavado con PBS, 

después las células se lavaron con solución de lavados (tritón al 0.5% disuelto en PBS 1x) 

2 veces entre cada paso, posteriormente se permeabilizaron con 400 µL solución 

permeabilizadora  (tritón al 0.5% y gelatina al 0.025 % disueltos en PBS 1x) durante 40 min, 
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pasado el tiempo se bloquearon con solución de bloqueo (tritón al 0.5% suero de chivo al 

10% disueltos en PBS 1x)  durante 1 h. Se retiró la solución de bloqueo y se incubó cada 

cubreobjetos con el anticuerpo anti-Zonula Ocludens (1:100) anticuerpo policlonal que 

reconoce las uniones estrechas o anticuerpo anti-Nucleoproteína de RSV (1:100), como 

anticuerpos secundarios se utilizaron CY3 (1:200) anti-conejo y FitC (1:200) anti-ratón. Se 

montó cada cubreobjetos en un portaobjetos con 4 µL de DAPI. Las preparaciones fueron 

observadas por microscopía confocal. 

 

ENSAYO DE CINÉTICA DE INFECCIÓN EN CÉLULAS BEWO DIFERENCIADAS POR RSV  

Se realizaron ensayos de cinética de infección de las células BeWo previamente 

diferenciadas los cuales consistieron en crecer células BeWo diferenciadas a 

sincitiotrofoblastos en placas de 6 pozos para extraer proteina (aproximadamente 800,000 

células por pozo) y en placas de 24 pozos para inmunofluorescencia (aproximadamente 

120,000 células por pozo). Los pozos se infectaron con RSV a 0.1 y 1 MOI, uno de los 

pozos se utilizó como control sin virus y otro como células falsamente infectadas con virus 

inactivado por luz U.V., el resto servirán para la cinética.  Se dejó adsorber el virus por 2 h 

a 37 °C y 5 % de CO2, agitando suavemente cada 15 min. Una vez finalizado el tiempo de 

infección se retiró el inóculo, empezando por el control y se adicionó medio de 

mantenimiento, se incubó la placa durante 12, 24 y 36 horas y se fijaron los diferentes 

pozos.  

RESULTADOS 

 

EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE cAMP SOBRE LAS CÉLULAS BEWO 

Para evaluar la toxicidad del cAMP, los cultivos celulares se trataron con diferentes 

concentraciones de cAMP y se analizó la viabilidad de las células BeWo. 
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El ensayo demostró que la viabilidad celular disminuye de manera dosis dependiente, sin 

embrago, los tratamientos de cAMP con concetraciones de 100 µM y 150 µM tienen un 

efecto similar sobre la viabilidad de las células BeWo, por lo que al observar una viabilidad 

similar a la obtenida en la concentración menor de 100 µM (Fig. 5) y tener un mejor efecto 

diferenciador, se decidió trabajar con la concentración de 150 µM en el resto de los ensayos. 

 

Figura  5 Evaluación de la toxicidad de cAMP sobre las células BeWo.  

En esta figura, se muestran los porcentajes de viabilidad obtenidos para las células BeWo sin 
tratamiento, solo con el vehiculo o con diferentes cocentraciones de cAMP (50 µM, 100 µM, 150 µM 
y 200 µM) donde no se encontró diferencia significativa entre las concentraciones de 100 µM y 150 
µM no así en la concentración de 200 µM donde la diferencia aumenta en comparación con las 
concentraciones previas Cada valor representa la media ± S.D. (n = 3). *, ** Significativamente 
diferente del control según la prueba t de Student (*, p < 0,05; **, p < 0,01). n.s., no significativo. 

CARACTERIZACIÓN DE CÉLULAS BEWO DIFERENCIADAS A SINCITIOTROFOBLASTOS 

MEDIANTE ADMINISTRACIÓN DE cAMP  

Para demostrar que las células BeWo empleadas en este trabajo están siendo 

diferenciadas a sincitiotrofoblastos se utilizaron diferentes ensayos. 
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Los ensayos de trascriptomica que se llevaron a cabo en células BeWo y células BeWo 

diferenciadas a sincitiotrofoblastos, muestran el cambio en la expresión de SIK1 y Syn2 

genes que codifican para las proteínas cinasa inducida por sal 1 y sincintina 2 

respectivamente, marcadores específicos de diferenciación reportados previamente 

(Msheik et al., 2019).  

 

Figura  6 Expresión de marcadores de diferenciación en las células BeWo a nivel 
transcripcional.  

Se muesta el cambio en la expresión de los marcadores de diferenciación sincintina 2 (izquierda) y 
la cinasa inducida por sal 1 (Derecha) donde se observa que en las células tratadas hay un aumento 
en la expresión de estos marcadores, no asi en las células sin tratamiento donde no hay expresión. 
Cada valor representa la media ± S.D. (n = 3). *, ** Significativamente diferente del control según la 
prueba t de Student (*, p < 0,05; **, p < 0,01). n.s., no significativo. 

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados muestran que se induce un cambio en 

la expresión de los marcadores de diferenciación Syn2  y SIK1. Se observa que en las 

células tratadas hay un aumento significativo en la expresión de estos marcadores, no así 

en las células sin tratamiento donde no hay expresión (Fig. 6) lo que  evidencia que el 
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tratamiento induce  la expresión de genes involucrados en la diferenciación de esta linea 

celular a sincitiotrofoblastos. 

Adicionalmente, para demostrarlo a nivel de expresión de la Dproteína, se realizó un 

Western Blot para determinar la cantidad de proteína sincintina 2 donde se encontró que 

las células BeWo tratas con cAMP están sintetizando a la proteína sincintina 2  en contraste 

con las células no tratadas las cuales no expresan a  la proteína sincintina 2 (Fig. 7). 

 

Figura  7 Expresión del marcadores de diferenciación sincintina 2 en las células BeWo a nivel 
de proteína.  

Se muesta el cambio en la expresión del marcador de diferenciación sincintina 2 en el Western Blot 
(izquierda) y su respectiva densitrometría (Derecha) donde se observa que en las células tratadas 
hay un aumento significativo en la presencia de esta proteína, no asi en las células sin tratamiento 
donde no hay presencia de esta proteína. Cada valor representa la media ± S.D. (n = 3). *, **,*** 
Significativamente diferente del control según la prueba t de Student (*, p < 0,05; **, p < 0,01 ***, p < 
0.001). n.s., no significativo. 

También se realizó un ensayo de inmunofluorescencia donde se tiñeron las células con 

DAPI para ver núcleos y anticuerpo anti-zónula ocludens (ZO-1) que tiñe las claudinas en 

las uniones entre células. Las células BeWo son células individuales bien delimitadas y los 
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sincitiotrofoblastos son células gigantes multinulceadas (Chen et al., 2013), En la tinción se 

aprecia un cambio morfológico en las células, se puede distinguir en las células BeWo sin 

tratamiento la llamada conformación de “reja de gallinero” y la aparición de células gigantes 

multinucleadas en las células tratadas con cAMP marcadas con flechas blancas (Fig. 8). 

 

Figura  8 Cambio en la morfología de las células BeWo tratadas con cAMP evidenciado por 
tinción de inmunofluorescencia contra las uniones estrechas (ZO-1).  

Se muesta el cambio en la morfología de las células BeWo, donde las células sin tratamiento 
(paneles superiores) mantienen una confromación de “reja de gallinero” con sus limites celulares 
bien definidos, no asi las células tratadas con cAMP (paneles inferiores) donde se observa la 
aparición de células grandes con varios núcleos dentro del mismo limite celular (flechas blancas), lo 
que habla de una diferenciación morfológica de este modelo gracias al tratamiento de cAMP. 

Para determinar la eficiencia de la diferenciación, se compararon 10 campos al microscopio, 

donde se contó el porcentaje de células conformadas por 1 solo o varios núcleos y se 

construyó una gráfica para presentar el resultado obtenido (Fig. 9) que demuestra que la 
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eficiencia de diferenciación, al menos a nivel morfologíco es de alredor del 40%, consistente 

con reportes previos (Msheik et al., 2019). 

 

Figura  9 Porcentaje de células BeWo multinucleadas inducidas por el tratamiento con cAMP.  

Se muesta el cambio en la morfología de las células BeWo, donde las células sin tratamiento 
(izquierda) no presentan células multinucleadas mientras que las células tratadas con cAMP 
(derecha) presentan un alto porcentaje de células multinucleadas, lo que habla de una diferenciación 
morfológica de este modelo gracias al tratamiento de cAMP. 

CINÉTICA DE INFECCIÓN DE RSV EN CÉLULAS BEWO DIFERENCIADAS 

Para demostrar que la línea celular BeWo diferenciada puede infectarse con RSV se realizó 

una cinética de infección en células diferenciadas y no diferenciadas infectando a 0.1 y 1 

MOI, con la intención se analizar por inmunofluorescencia y Western Blot la susceptibilidad 

a la infección por RSV de nuestro modelo. Para esto se infectaron células BeWo sin 

diferenciar y diferenciadas, se dejaron incubar por 12, 24 y 36 horas, posteriormente se 

tiñeron con un anticuerpo contra la proteína N y otro anticuerpo contra las uniones estrechas 
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y se extrajeron proteínas totales para comparar la infección entre las condiciones 

diferenciadas y sin diferenciar.   

 

Figura  10 Cinética de infección por RSV en células BeWo diferenciadas y no diferenciadas.  

Se observa la infección de las células BeWo diferenciadas y no diferenciadas a 12, 24 y 36 horas, 
donde la infección muestra un patrón distinto en la infección en las células diferenciadas ademas de 
que parece haber una mayo infección en las células BeWo diferenciadas. 

En este ensayo se aprecia que las células BeWo diferenciadas se estan infectando y 

presentan una distribución en la infección diferente en las células sin tratamiento (Fig. 10). 

La infección en las células BeWo no diferenciadas esta contenida dentro de las proteínas 

que delimitan los limites celulares y esto es consistente en los diferentes tiempos y 

multiplicidades de infección, no asi en las células BeWo diferenciadas, donde en primer 

lugar se pierde la integridad de las uniones entre células y ademas la infección esta 

presente en un área mas extendida que abarca varios núcleos que no estan separados 

por claudinas, lo que sugiere que la infección esta presente en un sincitio.  
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Adicionalmente se hizo una cuenta de 10 campos a menor aumento (Fig. 11) en busca de 

núcleos asociados al marcador viral, donde se contaron aproximadamente 200 núcleos 

por campo y esta vez se observaron los núcleos que estan rodeados de la proteína matriz 

de RSV.  

 

Figura  11 Porcentaje de células infectadas en la cinética de infección.  

Se observan ejemplos de campos los cuales se usaron para determinar % de células infectadas por 
RSV, se contaron 10 campos y se obtuvo un promedio. Se muestra un aumento discreto en el 
porcentaje de celulas infectadas en las células diferenciadas en todos los casos. 

De esta cuenta de campos se construyeron graficas (Fig. 12) para representar de manera 

semicuantitativa la diferencia en la susceptibilidad a la infección de las células BeWo 

diferenciadas y sin diferenciar. Los resultados se basaron en el conteo de núcleos 

asociados señal positiva de infección en comparación con el número total de núcleos por 

campo y muestran que hay un mayor número de células infectadas por campo en la 

condición de células diferenciadas en comparación con las células no diferenciadas para 

todos los tiempos y las diferentes multiplicidades de infección. Aun cuando no hay diferencia 
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significativa, existe una tendencia sugiriendo que las células diferenciadas podrían estar 

presentando una mayor suceptibilidad a la infección por RSV.  

 

Figura  12 Representación gráfica del porcentaje de células infectadas en la cinética de 
infección.  

Representación gráfica de los resultados obtenidos del porcentaje de células BeWo diferenciadas y 
no diferenciadas infectadas por RSV a dos diferentes multiplidades de infeccion 0.1 y 1. Se observa 
la infección de las células BeWo diferenciadas y no diferenciadas a 12, 24 y 36 horas, de forma 
semicuantitativa donde se muestra un aumento discreto en el porcentaje de celulas infectadas en 
las células diferenciadas en todos los casos. 

Para corroborar este dato, tambien se realizó el extracto de proteínas de la cinética de 

infección, a partir del cual se llevó a cabo un ensayo de Western Blot en busca de un 

cambio en la expresion  de una proteína  viral M2-1 entre células BeWo diferenciadas y no 

diferenciadas.  

Los resultados de la figura 13 muestran  un aumento discreto en la cantidad del marcador 

M2-1 en las células BeWo diferenciadas al compararlas con las células BeWo no 

diferenciadas (Fig. 13), esto es consistente con lo observado en las tinciones de 

inmunofluorescencia (Fig. 12) en donde la diferencia en la infección entre las células BeWo 

diferenciadas en comparación con las células BeWo no diferenciadas existe, aun que es 

un aumento discreto por lo que no se puede decir que el modelo presenta una mayor 

infección por RSV. 
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Figura  13 Cinética de infección por RSV en células BeWo diferenciadas.  

En el panel izquierdo se muestra la expresión de la proteína M2-1 de RSV en células BeWo 
diferenciadas y no diferenciadas. Del lado derecho se presenta la gráfica de la expresión relativa del 
marcador viral M2-1 obtenida mediante densitometria de las bandas. Se observa la infección de las 
células BeWo diferenciadas y no diferenciadas a 12, 24 y 36 horas, se muestra un aumento discreto 
en el porcentaje de células infectadas en las células diferenciadas en todos los casos. 

CAMBIO EN LA CANTIDAD DEL RECEPTOR NUCLEOLINA INDUCIDO POR  EL TRATAMIENTO 

CON cAMP O LA INFECCIÓN POR RSV 

Finalmente, en busca de una explicación al porqué de este leve aumento en la 

susceptibilidad del modelo diferenciado decidimos evaluar si existe algún cambio en la 

expresión de la nulceolina que funciona como receptor para RSV, y si su presencia podría 

estar aumentando inducida por el tratamiento con cAMP o la infección por RSV ya que este 

cambio podría explicar el ligero aumento en la infección de las células tratadas. Para 

determinar esto, se infectaron células BeWo sin diferenciar y diferenciadas con una MOI de 

1 y se dejó la infección 24 horas. Posteriormente se hizo un extracto total de proteínas y se 

realizó un ensayo de Western Blot, en donde se observó que el aumento del receptor no 

depende de la diferenciación o de la infección de manera independiente, ya que las células 

tratadas con cAMP pero no infectadas y las infectadas pero no tratadas con cAMP no 

muestran un aumento del receptor nucleolina, no así las células tratadas e infectedas donde 
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si existe un aumento del receptor nucleolina. El resultado indica que ambos eventos, 

diferenciación e infección deben ocurrir simultáneamente para que se observe el aumento 

del receptor.  

 

Figura  14 Cambio en la cantidad relativa del receptor de RSV nucleolina en las células BeWo 
diferenciadas inducido por el tratamiento de cAMP o la infección por RSV.  

Se muetra el cambio en la cantidad del receptor nucleolina, donde se aprecia que ni el tratamiento 
de cAMP ni la infección de RSV (1 MOI, 24 horas) por si solas inducen un cambio en la cantidad de 
este receptor, no asi en las células tratadas e infectadas, lo que puede sugerir un efecto sinergico 
entre la infección y la diferenciación de las células BeWo, que favorece la sintesis de la proteína 
nucleolina. 

 DISCUSIÓN  

 

Este trabajo es el primero del que tenemos conocimiento en el cual se utiliza el mecanismo 

de diferenciación de las células BeWo in vitro para estudiar una infección viral en el contexto 

perinatal. Los resultados obtenidos son evidencia de que las células BeWo diferenciadas a 

sincitiotrofoblastos pueden funcionar como un modelo de estudio del RSV ya que sugieren 

que las células BeWo diferenciadas infectadas por RSV están permitiendo eventos de 

replicación y traducción del genoma viral, se observó que las células BeWo diferenciadas 

presentan características similares a las de un sincitiotrofoblasto y pueden ser infectadas 

por RSV. En este trabajo se observó que se comportan distinto a las células BeWo sin 

diferenciar al ser infectadas con RSV, siendo la diferencia más notoria el cambio en la 
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distribución del marcador viral en el espacio subcelular durante la infección y en menor 

medida la susceptibilidad a la infección. La proteína N de RSV que conforma la 

nucleocápside viral tiene un cambio en su distribución durante la infección de este modelo, 

ya que en las células no diferenciadas se observa concentrada alrededor de núcleos en 

células bien delimitadas, no así en las células diferenciadas donde se observa un patrón 

más difuso que además suele abarcar más de un núcleo en células cuyos límites celulares 

abarcan más de un núcleo,  lo que implica que los cambios en la morfología pueden estar 

teniendo un efecto en el ciclo de infección, aunque más estudios se requieren para 

corroborar esta aseveración. 

Con base en lo observado en la cinética de infección, se observa un aumento en la 

presencia del marcador viral conforme aumenta el tiempo, las células BeWo diferenciadas 

a sincitiotrofoblastos parecen tener una mayor susceptibilidad a la infección por RSV, pues 

se observa un leve aumento en la cantidad de marcador viral tanto por ensayos de 

inmunofluorescencia como por Western Blot, sin embargo, es un amento discreto.  

En un trabajo previo de nuestro mismo equipo denominado: “La línea celular BeWo derivada 

de un coriocarcinoma de placenta humana es permisiva para la infección por el virus sincitial 

respiratorio“ se demostró que la línea BeWo es susceptible a la infección por RSV y produce 

partículas virales infectivas (Velázquez-Cervantez et al., 2019), esta es evidencia de que 

un modelo celular de trofoblastos puede estar replicando de forma productiva  el virus, pero 

para llegar a estas células in vivo el virus primero tiene que atravesar la barrera placentaria 

constituida de sincitiotrofoblastos. En general suele pensarse que estas células son 

resistentes a las infecciones (Koi et al. ., 2002) y por eso son excelentes como una barrera 

protectora, sin embargo, existe evidencia de que algunos virus si pueden atravesar, por 

diversos mecanismos, esta barrera que es la mejor línea de defensa del feto a los 
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patógenos que pueden circular  en la sangre materna (Esucher et al., 2001, Schleiss et al., 

2007, Argueta et al., 2021). 

Uno de los mecanismos menos comunes para sobreponerse a esta barrera consiste en que 

los virus infecten a los mismos sincitiotrofoblastos en los cuales se puede llevar a cabo la 

replicación viral, provocando un daño a la estructura placentaria, y la detonación de un 

ambiente pro-inflamatorio que genera daño tisular y la diseminación del virus a otras 

estructuras de la interfase materno-fetal hasta llegar al mismo feto donde puede infectarlo 

y empezar a causar efectos adversos durante el embarazo y en la vida temprana del 

neonato donde se ha relacionado fuertemente a la infección del RSV con la aparición de 

enfermedades crónicas como el asma ya que al infectarse en sus primeros meses de vida, 

los bebés sufren desarrollo anómalo de su aparato respiratorio y se ha asociado a las 

infecciones por RSV como el agente externo más importante para el desarrollo de asma en 

niños (Sigurs et al., 2000).  

Interesantemente también se encontró que las células BeWo diferenciadas a 

sincitiotrofoblastos al ser infectadas con RSV aumentan la expresión de nucleolina (Fig. 13). 

Nucleolina es una proteína involucrada en el correcto funcionamiento de los cinetocoros 

(Ma et al., 2007) y se asocia a los ribosomas, en donde se ha descrito que tiene un papel 

de represor transcripcional, y se asocia a mRNA para regular la transcripción de algunos 

genes, particularmente involucrados con apoptosis celular (Jiang et al., 2009). En el 

contexto de la infección por RSV, nucleolina es importante pues es el principal receptor para 

la entrada viral (Currier et al., 2016). Hasta ahora no tenemos conocimiento de que se 

hubieran evaluado los niveles de nucleolina durante la infección con RSV en el contexto 

perinatal, pero nuestros resultados indican que aumenta su expresión en las células BeWo 

diferenciadas a sincitiotrofoblastos no así en las células BeWo. Esto puede estar siendo 

provocado porque los sincitiotrofoblastos empiezan la cascada de señalización apoptótica 
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en el momento en el que comienza su fusión durante el proceso de diferenciación (Ishihara 

et al., 2002), no así las células BeWo sin diferenciar. Como antecedente de esto Hu y 

colaboradores trabajaron con infección de neuroblastos de ratón infectados por RSV en 

donde se encontró que durante la infección por RSV la proteína nucleolina tiene una 

expresión modulada por la infección en comparación con las células sin infectar, y donde 

se asocia con daño celular, procesos de apoptosis y expresión de proteínas de la respuesta 

inmune. Jiang y colaboradores proporcionaron evidencia de que nucleolina es un efector 

rio abajo esencial de Hsp70, una proteína de choque térmico implicada en el plegamiento 

de proteínas. Nucleolina y Hsp70 en conjunto confieren protección a los cardiomiocitos 

contra la apoptosis inducida por el estrés oxidativo, siguiendo esta idea, se ha reportado 

que RSV produce estrés oxidativo en las células que infecta por lo que podría estar por este 

mecanismo induciéndose la expresión de nucleolina durante la infección de las células 

diferenciadas a sincitiotrofoblastos desempeñando un papel regulador de genes 

apoptóticos (Mi et al., 2003), esto puede estar siendo aprovechado por RSV para mantener 

a la célula replicando al virus por más tiempo lo que se traduciría en una mayor replicación 

viral. Con estos resultados este trabajo brinda un primer acercamiento a la posibilidad de 

que el RSV este infectando a los sincitiotrofoblastos, y proporciona un modelo potencial 

para el estudio de la biología del RSV en este tejido, ya que es difícil obtener muestras de 

tejido  sano para trabajar con explantes o cultivos primarios de sincitiotrofoblastos de 

placenta humana, en especial cuando se busca trabajar con sincitiotrofoblastos de primer 

o segundo trimestre, tiempos en los cuales el tejido solo se puede obtener de abortos que 

suelen estar relacionados con enfermedades que pueden descalificar las muestras para su 

trabajo en el laboratorio.  

En conjunto estos resultados demuestran que es posible que este modelo de células BeWo 

diferenciadas a sincitiotrofoblastos pueda utilizarse como modelo de estudio en infecciones 
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virales no solo para RSV sino también para otros virus de interés perinatal para llevar a 

cabo un primer acercamiento y comenzar a dilucidar mecanismos importantes en la biología 

de estos virus y eventualmente con las evidencias proporcionadas por este modelo 

escalarlo a modelo animal o aislados primarios pero con una mejor base y una idea mas 

clara de si los proyectos serán factibles o no. 

CONCLUSIONES 

 

1. Los resultados de este trabajo muestran que la línea celular BeWo diferenciada a 

sincitiotrofobastos es permisiva a la infección con RSV. 

2. El modelo de células BeWo diferenciadas a sincitiotrofoblastos presenta una 

susceptibilidad ligeramente mayor a la infección por RSV. 

3. La infección del modelo de células BeWo diferenciadas a sincitiotrofoblastos por 

RSV induce la expresión de la proteína nucleolina. 

PERSPECTIVAS 

 

• Realizar un ensayo de unidades formadoras de placas líticas de sobrenadantes del 

modelo BeWo SIN infectado con RSV. 

• Realizar una cínetica de infección de RSV en el modelo BeWo SIN y medir el cambio 

de expresión de nucleolina en distintos tiempos. 
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24. Corzo-López, Mylene; Valdés-Ramírez, Odalys (2013). El virus sincitial respiratorio 
humano: una panorámica. Revista CENIC. Ciencias Biológicas, vol. 44, núm. 2, 
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