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Este estudio evalué la capacidad de un linaje celular murino (GRX) de realizar la replicacién viral. Culturas de células GRX
fueron infectadas con diferentes virus ADN y ARN. Se observé que el linaje celular GRX es susceptible a la replicacién de los
virus Herpes simplex tipos 1y 2 (HSV-1 y HSV-2), Mayaro (MAY), Sindbis (SIN) y al virus de la encefalitis equina del oeste
(WEE) y puede utilizarse como soporte para estudios sobre replicacién viral. La replicacién viral indujo el efecto citopdtico
24 a 48 h pos-infeccién. Las células GRX produjeron titulaciones de virus infecciosos entre 10 TCID,, (dosis infecciosa de
cultura de tejido,y)/25uL y 10°* TCID,,/25 ul en el primer pasaje viral. Estos resultados demuestran que las células GRX
sostienen, de forma eficiente, la replicacién viral y, por lo tanto, pueden ser utilizadas como una valiosa herramienta para

estudios de laboratorio sobre virologia.

Palabras clave: Técnicas de Cultivo de Célula; Células Estrelladas Hepdticas (GRX); Replicacién Viral.

Durante las dos Cltimas décadas, la aplicacién de
metodologias moleculares y serolégicas han tenido un
gran impacto en la deteccién de nuevos virus. Aln asi, el
asilado viral permanece siendo el método considerado
estandar oro para la identificacién y caracterizacién de sus
propiedades biolégicas y bioquimicas. El cultivo de células
todavia es el método mds comin de propagacién de virus.
Los métodos basados en cultivo celular también se utilizan
en la produccién de vacunas y en estudios bioquimicos y
biomoleculares sobre la replicacién viral'. En 1985, el
linaje celular continuo GRX, representante de las células
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estrelladas hepdticas, fue establecido a partir de lesiones
fibrogranulomatosas inducidas en el higado de ratones por
medio de infeccién esquistosémica’ y sus caracteristicas
biolégicas y bioquimicas fueron determinadas®™’. Se
caracteriza por ser un linaje celular altamente prolifico que
presenta una morfologia fibroblastica estrellada, poligonal
o alargada. Cuando sus monocapas son confluentes, las
células se agrupan en un estdndar de crecimiento bien
delineado en forma de picos y valles’. La capacidad de este
linaje celular de servir de base a la replicacién viral nunca
fue demostrada; por lo tanto, el objetivo principal de este
trabajo fue el de demostrar la utilidad del linaje celular GRX
en la propagacién de ciertos virus.

Las células GRX se obtuvieron en el Banco de Células
del Estado de Rio de Janeiro, Brasil. Los linajes celulares del
rindn del mono verde africano (Vero), del riién del mono
rhesus (MA-104) y del epitelio humano (HEp-2) fueron
obtenidos de soluciones stock utilizadas para aislado viral
de rutina en el Departamento de Virologia del Instituto de
Microbiologia de la Universidad Federal de Rio de Janeiro,
Brasil. Todas los linajes celulares fueron cultivados en
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medio minimo esencial (MEM) complementado con 5%
(células de HEp-2) 0 10% (células Vero, MA-104 y GRX) de
suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor, 2 mM de L-
glutamina, 50 pg/mlL de gentamicina, 2,5 ug/mlL de
fungizona, bicarbonato de sodio a 0,25% y 10 mM de
HEPES. Los cultivos fueron incubados a una temperatura
de 37°Ccon CO,a 5%.

Las cepas virales utilizadas en esta investigacién se
obtuvieron del acervo de referencia del Departamento de
Virologia del Instituto de Microbiologia de la Universidad
Federal de Rio de Janeiro. Los virus de encefalitis equina
del oeste (WEE), Herpes simplex tipos 1 (HSV-1) y 2 (HSV-
2), Sindbis (SIN) y Mayaro (MAY) fueron mantenidos en
células Vero; los serotipos 2, 19, 40 y 41 del Adenovirus
(AdV) fueron mantenidos en células HEp-2; y la cepa SA-
11 de Rotavirus (RV) se mantuvo en células MA-104.

Para la propagacién de los virus, las monocapas
celulares fueron preparadas en placas de 48 pozos; cada
suspensién viral fue inoculada por triplicado. Las placas
inoculadas fueron incubadas por Th a una temperatura de
37° C. Posteriormente, los inéculos fueron sustituidos por
MEM sin SFB (medio de manutencién). Para los rotavirus, se
adicioné el inéculo tripsina en una concentracién final de
10 pg/ml, seguida de incubado a 37° C por 30 min. El
in6culo fue entones agregado a la monocapa con medio de
manutencién a una concentracién final de tripsina de 5
ug/mL. Todos los cultivos de células infectadas fueron
incubados a 37° C con CO, a 5%. Las células fueron
monitoreadas diariamente en microscopio éptico invertido
para observar el efecto citopdtico (CPE). Cuando
aproximadamente 75% de las células presentaron CPE, o
después de siete dias de incubado sin que se observase el
CPE, los cultivos infectados fueron sometidos a tres ciclos de
congelado-descongelado. Fueron entonces recolectadas
las mezclas de lisados celulares y sobrenadantes y
almacenadas a -70° C para andlisis futuros. Cada cepa
viral fue sometida a tres pasajes seriados en células GRX.
Las mezclas de sobrenadante y lisado celular (suspension
viral) de cada uno de los tres pasajes fueron sometidas a
titulacién por el método de dilucién limite (endpoint dilution
method) para cuantificar la infectividad viral. Diluciones
logaritmicas de 25 ulL de la suspensién viral fueron
inoculadas en monocapas confluentes en placas de 96
pozos (seis pozos/dilucién). Las titulaciones se calcularon de
acuerdo al método de Reed y Muench y fueron expresadas
en log,, TCID,, (dosis infecciosa de cultivo celular,,)/25 ul®.

En placas de 24 pozos, las células GRX, a una densidad
de 4,2 x 10° células/mL y células Vero a una densidad de
1,2 x 10° células/mL fueron sembradas en MEM
complementado con SFB a 10% e infectadas con 100 uL
de suspension viral (MAY, SIN o WEE) a una multiplicidad
de infeccién de 1,0, 0,5 y 0,1. Los cultivos de células
infectadas fueron incubados a 37° C en ambiente con CO,
a 5% por 48 h. Luego de ese perfodo, la suspensién viral
fue colectada vy titulada como antes descrito. Todos los
experimentos se realizaron en triplicado.

El andlisis estadistico se realizé utilizdndose el andlisis
de varianza (ANOVA) para determinar la diferencia menos
significante en p = 0.05. Ese andlisis se efectué con el
programa Minitab® for Windows, versién 14.0 (Minitab
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Inc., State College, PA, EUA). El término "significante"
(estadisticamente significante) en el texto equivale a p <
0.05.

Las células GRX fueron susceptibles a la infeccién por
HSV-1, HSV-2, SIN y WEE, produciendo CPE visible en 48 h.
El virus MAY indujo el CPE en 24 h. En contraste, las células
GRX no auxiliaron replicacién viral perceptible cuando
inoculadas con AdV o RV (Tabla 1). El CPE observado en los
virus MAY, SIN y WEE en células GRX se caracterizé por
picnosis celular, sequida de fragmentacién citoplasmética y
desprendimiento de la monocapa, semejante al CPE
observado en células Vero. El CPE observado para los virus
HSV-1 y HSV-2 fue caracterizado por redondeo y
refringencia de las células (Figuras 1y 2).

Tabla 1- Infeccién de células GRX por diferentes virus de

ARN o ADN

Cepa viral' Titulacién viral®

1* 2 3
Virus RNA
MAY 4,84 5,0 7,4
SIN 50 6,0 6,5
WEE 5,4 55 6,6
RV -§ - -
Virus DNA
HSV-1 2,75 3,25 3,5
HSV-2 2,6 2,4 3,4
AdV2 _ _ _
AdV19 _ _ _
AdV40 _ _ _
AdV41 _ — _

'MMAY- Mayaro, SIN = Sindbis, WEE — virus da encefalite equina do oeste,
RV - Rotavirus, HSV-1 - Herpes simplex tipo 1; HSV-2 - Herpes simplex tipo
2; e AdV - Adenovirus. *Las titulaciones s[estén expresadas en log,,
TCID,y/25 L. Los valores corresponden al promedio de la fitulacién de
tres pozos infectados. *NUmero de pasajes. § Ausencia de replicacién
viral.

Figura 1 — Efecto citopdtico causado por la replicacién viral en
células GRX 48 h luego de la infecciéon. A: GRX
controle; B: HSV-1; C: HSV-2; D: MAY; E: SIN; e F:
WEE
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Figura 2 — Efecto citopdtico causado por la replicacién viral en
células Vero 48 h luego de la infeccion. A: GRX
Controle; B: HSV-1; C: HSV-2; D: MAY; E: SIN; e F:
WEE

Para demostrar la eficiencia de la replicacién viral, fue
medida la produccién viral en células GRX comparada a la
de células Vero luego de la inoculacién de virus con
diferentes multiplicidades de infeccion. No se observd
ninguna diferencia estadisticamente significativa entre los
dos linajes celulares, lo que indicé que la replicacién viral
ocurre de forma eficiente en los dos sistemas (Figura 3). En
el caso de las células Vero, no hubo diferencia significativa
cuando los virus fueron inoculados con diferentes
multiplicidades de infeccién. Ya para la células GRX, a
pesar de no haber diferencia significativa en la produccién
viral para los virus SIN y MAY con diferentes multiplicidades
de infeccién, hubo una varianza en la replicaciéon de los
virus MAY cuando fueron inoculados con baja
multiplicidad de infeccién. Inversamente, hubo una
diferencia estadisticamente relevante (p=0.016) en la
produccién viral de WEE cuando se utilizaron diferentes
multiplicidades de infeccién (Figura 3).
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Figura 3 —Valores de la produccién decurrente de la replicacion
de los virus SIN, MAY y WEE en linajes celulares GRXy
Vero. Cada valor corresponde a la titulacién media
de tres pozos infectados

A pesar de la utilizacién de varios linajes celulares para
el aislado viral, todavia hay un nGmero significativo de virus

que no pueden ser propagados en laboratorio. Por lo
tanto, el desarrollo de un nuevo linaje celular susceptible a
la replicacién viral crea nuevas alternativas para el cultivo
de esos virus. La bUsqueda de nuevas alternativas se ha
intensificado principalmente por causa de la emergencia
de nuevos virus, como el metapneumovirus humano’ y los
nuevos coronavirus humanos (SARS-CoV, HCoV-NL?,
HCoV-HKU1)*""°, o por causa de la necesidad del aislado
viral para estudios moleculares y bioquimicos, como en el
caso del norovirus'', virus de las hepatitis B y C".
Consecuentemente, existe registro de la publicacién de
investigaciones evaluando la utilidad de varios linajes
celulares para el asilamiento viral "',

El linaje GRX fue descrito por primera vez en 19857 sin
embargo, la utilidad de esas células para la replicacién
viral aun no ha sido determinada. En este estudio fue
evaluada la capacidad de este linaje celular de servir de
base a la propagacién de diversos virus, bien como su
utilidad como una herramienta en laboratorios para
estudios sobre virologia. Generalmente, para determinar
la susceptibilidad de un linaje celular para la replicacién
viral se realiza por medio de la observacién del CPE
caracteristico, seguido de titulacién viral, o por medio de
metodologias alternativas, como la prueba de
hemoaglutinacién, por inmunofluorescencia o la
deteccién del genoma viral por métodos moleculares' '
En este estudio, se utilizaron observaciones del CPE y
titulacién viral como los pardmetros para la demostracion
de la susceptibilidad celular. Todos los virus en este estudio,
produjeron CPE visible en ofros linajes celulares; por eso,
serfa interesante establecer un nuevo linaje celular para los
virus que demandaran metodologias alternativas para
demostrar la propagacién viral en cultivos.

Los alfavirus WEE, MAY y SIN infectan a una gran
variedad de huéspedes en la naturaleza, replicdndose en
mamiferos, pdjaros, artrépodos y anfibios; esos virus
pueden propagarse in vitro en varios linajes celulares'”'*"”.
La inoculacién de células GRX con esos virus produjo CPE
en 24 a 48 h. Se obtuvieron altas titulaciones virales a

partir del primer pasaje, las que aumentaron
progresivamente con los pasajes consecutivos,
demostrando la produccién de particulas virales

infecciosas. Las células GRX suministraron un substrato
para la propagacién viral tan eficiente como las células
Vero, que son regularmente utilizadas para la propagacion
de alfavirus.

Pueden utilizarse diferentes linajes celulares para el
aislado de HSVs™. Los virus HSV-1 y HSV-2 fueron
propagados con éxito en células GRX 48 h después de la
inoculacién, lo que demuestra que, a pesar de que las
titulaciones virales obtenidas fueron mds bajas que las de
las células Vero, las células GRX pueden utilizarse de forma
eficiente como sistema de cultivo para esos virus.

Curiosamente, en este estudio todos los virus que se
propagaron en las células GRX son encapsulados
(Alfavirus), contrariamente a los no encapsulados, como
los adenovirus y los rotavirus. Una posible explicacién para
este fendémeno puede ser la especificidad del receptor viral.
Oftra explicacion puede ser la presencia de enzimas
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celulares necesarias para la replicacién viral. Hay

necesidad de nuevos estudios para elucidar este tema.

Los resultados demostraron que el linaje celular GRX
exhibié alta susceptibilidad a diferentes virus, produciendo
también altas titulaciones. El CPE inducido por virus se
observé en el perfodo entre 24 y 48 h, dependiendo del
virus utilizado. La produccién viral demostré que las
titulaciones aumentaron progresivamente de acuerdo a los
pasajes, lo que indicé que las células GRX pueden
sustentar, de forma eficiente, la replicacién viral. El linaje
celular GRX se mostré grandemente susceptible a lo virus
HSV-1, HSV-2, MAY, SIN y WEE y puede ser utilizado como
una herramienta para el aislado viral y estudios
bioguimicos.

A pesar de que hay diversos linajes celulares
ampliamente utilizados en el campo de la virologia para
propagar virus, establecer nuevos sistemas celulares
siempre abre nuevas posibilidades de andlisis mas
profundas de la biologia y la bioquimica de las infecciones
virales. El linaje celular GRX fue establecido al inicio de la
década de 1980 y sus propiedades bioldgicas vy
bioquimicas ya fueron determinadas. No obstante, su
capacidad de dar soporte a la replicacién viral atn no ha
sido demostrada claramente. El principal objetivo de este
trabajo fue de demostrar la utilidad de este linaje celular en
la propagaciéon viral. Para efectos de comparacién,
inicialmente se analizaron virus que ya tenian un sistema

celular eficiente. Luego de establecer la susceptibilidad del
linaje celular GRX a ciertos virus, se puede continuar a
estudiar su capacidad de dar soporte al crecimiento de
virus que todavia no hayan sido propagados in vitro, como
los de la hepatitis C y los bocavirus humanos.

En conclusién, (i) fue posible alcanzarse el principal
objetivo de este estudio, el de demostrar la susceptibilidad
del linaje celular GRX a la infeccién viral; (i) se demostrd
que este linaje celular es una herramienta virolégica
valiosa; y (iii) los resultados aqui presentados abren la
posibilidad de utilizar el linaje celular GRX para la
evaluaciéon de virus no propagados anteriormente in vitro
por estos investigadores o por cualesquier otros
laboratorios interesados en estos estudios.
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Suscetibilidade de uma linhagem celular murina continua (GRX) a infeccao viral

RESUMO

Este estudo avaliou a capacidade de uma linhagem celular murina (GRX) de realizar a replicacéo viral. Culturas de células
GRX foram infectadas com diferentes virus DNA e RNA. Foi observado que a linhagem celular GRX é suscetivel &
replicacdo dos virus Herpes simplex tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), Mayaro (MAY), Sindbis (SIN) e virus da encefalite equina
do oeste (WEE) e pode ser utilizada como suporte para estudos sobre replicacao viral. A replicacdo viral induziu o efeito
citopdtico 24 a 48 h pés-infeccdo. As células GRX produziram titulacdes de virus infecciosos entre 10** TCID,, (dose
infecciosa de cultura de tecido,,)/25 ul e 10°* TCID.,/25 ul na primeira passagem viral. Esses resultados demonstram que
as células GRX sustentam, de forma eficiente, a replicacéo viral e, portanto, podem ser utilizadas como uma ferramenta
valiosa para estudos laboratoriais sobre virologia.

Palavras chave: Técnica de cultura de células; Células Estreladas do Figado (GRX); Replicacao Viral.

Susceptibility of a continuous murine cell line (GRX) to viral infection
ABSTRACT

The ability of a murine cell line (GRX) to support viral replication was evaluated. GRX cell cultures were infected with different
DNA or RNA viruses. It was observed that the GRX cell line is susceptible to the replication of Herpes simplex virus types 1
and 2 (HSV-1 and HSV-2), Mayaro virus (MAY), Sindbis virus (SIN), and West equine encephalitis virus (WEE), and can be
used as substrate for viral replication studies. Viral replication induced cytopathic effect (CPE) 24-48 h post-infection. The
GRX cells yielded infectious virus titers between 107* TCID,, (Tissue Culture Infectious Dose,) /25 uL and 10°* TCID,,/25 uL
in the first viral passage. These results demonstrate that GRX cells efficiently sustain viral replication and therefore can be
used as a valuable tool in the virology laboratory.

Keywords: Cell culture technique; Hepatic Stellate Cells (GRX); Virus replication.
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