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Durante as duas últimas décadas, a aplicação de 
metodologias moleculares e sorológicas tem tido um 
grande impacto na detecção de novos vírus. Ainda assim, 
o isolamento viral permanece sendo o método 
considerado padrão ouro para a identificação e 
caracterização de suas propriedades biológicas e 
bioquímicas. A cultura de células ainda é o método mais 
comum de propagação de vírus. Os métodos baseados 
em cultura celular também são utilizados na produção de 
vacinas e em estudos bioquímicos e biomoleculares sobre 

1replicação viral . Em 1985, a linhagem celular contínua 

GRX, representante das células estreladas hepáticas, foi 
estabelecida a partir de lesões fibrogranulomatosas 
induzidas no fígado de camundongos por meio de 

2infecção esquistossômica  e suas características biológicas 
3,4,5e bioquímicas foram determinadas . Ela se caracteriza 

por ser uma linhagem celular altamente prolífica que 
apresenta uma morfologia fibroblástica estrelada, 
poligonal ou alongada. Quando suas monocamadas são 
confluentes, as células agrupam-se em um padrão de 

2crescimento bem delineado na forma de picos e vales . A 
capacidade desta linhagem celular de servir de base para 
a replicação viral nunca foi demonstrada; portanto, o 
objetivo principal deste trabalho foi demonstrar a utilidade 
da linhagem celular GRX na propagação de certos vírus.  

As células GRX foram obtidas do Banco de Células do 
Estado do Rio de Janeiro, Brasil. As linhagens celulares do 
rim do macaco verde africano (Vero), do rim do macaco 
rhesus (MA-104) e do epitélio humano (HEp-2) foram 
obtidas de soluções stock utilizadas para isolamento viral 
de rotina no Departamento de Virologia do Instituto de 
Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, 
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RESUMO

Este estudo avaliou a capacidade de uma linhagem celular murina (GRX) de realizar a replicação viral. Culturas de células 
GRX foram infectadas com diferentes vírus DNA e RNA. Foi observado que a linhagem celular GRX é suscetível à 
replicação dos vírus Herpes simplex tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), Mayaro (MAY), Sindbis (SIN) e vírus da encefalite equina 
do oeste (WEE) e pode ser utilizada como suporte para estudos sobre replicação viral. A replicação viral induziu o efeito 

2,4citopático 24 a 48 h pós-infecção. As células GRX produziram titulações de vírus infecciosos entre 10  TCID  (dose 50
5,4infecciosa de cultura de tecido )/25 mL e 10  TCID /25 mL na primeira passagem viral. Esses resultados demonstram 50 50

que as células GRX sustentam, de forma eficiente, a replicação 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 Fígado (GRX); Replicação Viral.

doi: 10.5123/S2176-62232011000200009



Brasil. Todas as linhagens celulares foram cultivadas em 
meio mínimo essencial (MEM) complementado com 5% 
(células de HEp-2) ou 10% (células Vero, MA-104 e GRX) 
de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo calor, 2 mM de L-
glutamina, 50 mg/mL de gentamicina, 2,5 mg/mL de 
fungizona, bicarbonato de sódio a 0,25% e 10 mM de 
HEPES. As culturas foram incubadas a uma temperatura de 

o37  C com CO  a 5%.2

As cepas virais utilizadas nesta pesquisa foram obtidas 
do acervo de referência do Departamento de Virologia do 
Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio 
de Janeiro. Os vírus da encefalite equina do oeste (WEE), 
Herpes simplex tipos 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2), Sindbis (SIN) e 
Mayaro (MAY) foram mantidos em células Vero; os 
sorotipos 2, 19, 40 e 41 do Adenovirus (AdV) foram 
mantidos em células HEp-2; e a cepa SA-11 de Rotavirus 
(RV) foi mantida em células MA-104.

Para a propagação dos vírus, as monocamadas celulares 
foram preparadas em placas de 48 poços; cada suspensão 
viral foi inoculada em triplicata. As placas inoculadas foram 
incubadas por 1 h a uma temperatura de 37° C. 
Posteriormente, os inóculos foram substituídos por MEM sem 
SFB (meio de manutenção). Para os rotavírus, foi adicionada 
ao inoculo tripsina a uma concentração final de 10 µg/mL, 
seguida de incubação a 37° C por 30 min. O inóculo foi 
então adicionado à monocamada com meio de manutenção 
a uma concentração final de tripsina de 5 mg/mL. Todas as 
culturas de células infectadas foram incubadas a 37° C com 
CO  a 5%. As células foram monitoradas diariamente em 2

microscópio ótico invertido visando observar o 
desenvolvimento do efeito citopático (CPE). Quando 
aproximadamente 75% das células apresentaram CPE, ou 
após sete dias de incubação sem que se observasse o CPE, as 
culturas infectadas foram submetidas a três ciclos de 
congelamento-descongelamento. Foram então coletadas as 
misturas de lisados celulares e sobrenadantes e armazenadas 
a -70º C para análises futuras. Cada cepa viral foi submetida 
a três passagens seriadas em células GRX. As misturas de 
sobrenadante e lisado celular (suspensão viral) de cada uma 
das três passagens foram submetidas à titulação pelo método 
da diluição limite (endpoint dilution method) para quantificar 
a infectividade viral. Diluições logarítmicas de 25 mL da 
suspensão viral foram inoculadas em monocamadas 
confluentes em placas de 96 poços (seis poços/diluição). As 
titulações foram calculadas de acordo com o método de 
Reed e Muench e expressas em log  TCID  (dose infecciosa 10 50

6de cultura celular )/25 mL .50

Em placas de 24 poços, as células GRX, a uma 
5densidade de 4,2 x 10  células/mL e células Vero a uma 
6densidade de 1,2 x 10  células/mL foram semeadas em 

MEM complementado com SFB a 10% e infectadas com 
100 mL de suspensão viral (MAY, SIN ou WEE) a uma 
multiplicidade de infecção de 1,0, 0,5 e 0,1. As culturas de 
células infectadas foram incubadas a 37° C em ambiente 
com CO  a 5% por 48 h. Após esse período, a suspensão 2

viral foi coletada e titulada como descrito acima. Todos os 
experimentos foram realizados em triplicata.

A análise estatística foi realizada utilizando-se a análise 
de variância (ANOVA) para determinar a diferença menos 
significante em p = 0.05. Essa análise foi efetuada com o 

programa Minitab® for Windows, versão 14.0 (Minitab 
Inc., State College, PA, EUA). O termo "significância" 
(estatisticamente significante) no texto equivale a p £ 0.05.

As células GRX foram suscetíveis à infecção por HSV-1, 
HSV-2, SIN e WEE, produzindo CPE visível em 48 h. O vírus 
MAY induziu o CPE em 24 h. Em contraste, as células GRX 
não auxiliaram replicação viral perceptível quando 
inoculadas com AdV ou RV (Tabela 1). O CPE observado 
nos vírus MAY, SIN e WEE em células GRX foi caracterizado 
por picnose celular, seguido de fragmentação 
citoplasmática e desprendimento da monocamada, 
semelhante ao CPE observado em células Vero. Já o CPE 
observado para os vírus HSV-1 e HSV-2 foi caracterizado por 
arredondamento e refringência das células (Figuras 1 e 2).

Tabela 1– Infecção de células GRX por diferentes vírus de 
RNA ou DNA

†Cepa viral
‡Virus titers

  1* 

Vírus RNA

MAY

SIN

WEE

RV

Vírus DNA

HSV-1

HSV-2

AdV2

AdV19

AdV40

AdV41

4,84

5,0

5,4

-§

2,75

2,6

–
–
–
–

  2 

5,0

6,0

5,5

3,25

2,4

–

–
–
–
–

  3 

7,4

6,5

6,6

3,5

3,4

–

–
–
–
–

†MMAY- Mayaro, SIN – Sindbis, WEE – vírus da encefalite equina do oeste, 
RV - Rotavírus, HSV-1 - Herpes simplex tipo 1; HSV-2 - Herpes simplex tipo 

‡2; e AdV - Adenovirus. As titulações são expressas em log  TCID /25 mL. 10 50

Os valores são correspondentes à média da titulação de três poços 
infectados. *Número de passagens. § Ausência de replicação viral.

Figura 1 – Efeito citopático causado pela replicação viral em 
células GRX 48 h após a infecção. A: GRX controle; 
B: HSV-1; C: HSV-2; D: MAY; E: SIN; e F: WEE
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Figura 2 – Efeito citopático causado pela replicação viral em 
células Vero 48 h após a infecção. A: GRX Controle; 
B: HSV-1; C: HSV-2; D: MAY; E: SIN; e F: WEE

Para demonstrar a eficiência da replicação viral, foi 
medida a produção viral em células GRX comparada à de 
células Vero após a inoculação de vírus com diferentes 
multiplicidades de infecção. Não foi observada qualquer 
diferença estatisticamente significativa entre as duas 
linhagens celulares, o que indicou que a replicação viral 
ocorre de forma eficiente nos dois sistemas (Figura 3). No 
caso das células Vero, não houve nenhuma diferença 
significativa quando os vírus foram inoculados com 
diferentes multiplicidades de infecção. Já para as células 
GRX, apesar de não haver diferença significativa na 
produção viral para o os vírus SIN e MAY com diferentes 
multiplicidades de infecção, houve uma variância na 
replicação dos vírus MAY quando foram inoculados com 
baixa multiplicidade de infecção. Inversamente, houve 
uma diferença estatisticamente relevante (p = 0.016) na 
produção viral de WEE quando diferentes multiplicidades 
de infecção foram utilizadas (Figura 3).
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Figura 3 – Valores da produção decorrente da replicação dos 
vírus SIN, MAY e WEE em linhagens celulares GRX e 
Vero. Cada valor corresponde à titulação media de 
três poços infectados

Apesar da utilização de várias linhagens celulares para 
o isolamento viral, ainda há um número significativo de 

vírus que não podem ser propagados em laboratório. 
Portanto, o desenvolvimento de uma nova linhagem 
celular suscetível à replicação viral cria novas alternativas 
para o cultivo desses vírus. A busca por novas alternativas 
tem se intensificado principalmente por causa da 
emergência de novos vírus, como o metapneumovírus 

7humano  e os novos coronavírus humanos (SARS-CoV, 
8,9,10HCoV-NL63, HCoV-HKU1) , ou por causa da 

necessidade do isolamento viral para estudos moleculares 
11e bioquímicos, como no caso do norovírus , vírus das 

12 13hepatites B  e C . Consequentemente, há o registro da 
publicação de pesquisas avaliando a utilidade de várias 

14,15,16linhagens celulares para o isolamento viral . 

A linhagem GRX foi descrita pela primeira vez em 
21985 ; no entanto, a utilidade dessas células para a 

replicação viral ainda não foi determinada. Neste estudo, 
foi avaliada a capacidade desta linhagem celular de servir 
de base à propagação de diversos vírus, bem como a sua 
utilidade como uma ferramenta em laboratórios para 
estudos sobre virologia. Geralmente, a determinação da 
suscetibilidade de uma linhagem celular para a replicação 
viral pode ser realizada por meio da observação do CPE 
característico, seguido de titulação viral, ou por meio de 
metodologias alternativas, como o teste de 
hemaglutinação, por imunofluorescência ou a detecção 

14,15,16do genoma viral por métodos moleculares . Neste 
estudo, foram utilizadas observações do CPE e titulação 
viral como os parâmetros para a demonstração da 
suscetibilidade celular. Todos os vírus neste estudo 
produziram CPE visível em outras linhagens celulares; por 
isso, seria vantajoso estabelecer uma nova linhagem 
celular para aqueles vírus que demandassem 
metodologias alternativas para demonstrar a propagação 
viral em culturas.

Os alfavírus WEE, MAY e SIN infectam uma grande 
variedade de hospedeiros na natureza, replicando-se em 
mamíferos, pássaros, artrópodes e anfíbios; esses vírus 
podem se propagar in vitro em várias linhagens 

17,18.19celulares . A inoculação de células GRX com esses 
vírus produziu CPE em 24 a 48 h. Altas titulações virais 
foram obtidas a partir da primeira passagem. Elas 
aumentaram progressivamente com as passagens 
consecutivas, demonstrando a produção de partículas 
virais infecciosas. As células GRX forneceram um substrato 
para a propagação viral tão eficiente quando as células 
Vero, que são regularmente utilizadas para a propagação 
de alfavírus.

Diferentes linhagens celulares podem ser utilizadas 
20para o isolamento de HSVs . Os vírus HSV-1 e HSV-2 

foram propagados com sucesso em células GRX 48 h após 
a inoculação, o que demonstra que, apesar das titulações 
virais obtidas terem sido mais baixas do que aquelas das 
células Vero, as células GRX podem ser utilizadas de forma 
eficiente como sistema de cultura para esses vírus.

Curiosamente, neste estudo todos os vírus que se 
propagaram nas células GRX são envelopados (Alfavírus), 
contrariamente aos não envelopados, como os adenovírus 
e os rotavírus. Uma possível explicação para este 
fenômeno pode ser a especificidade do receptor viral. 
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Outra explicação pode ser a presença de enzimas 
celulares necessárias para a replicação viral. Há a 
necessidade de novos estudos para elucidar esta questão.

Os resultados demonstraram que a linhagem celular 
GRX exibiu uma alta suscetibilidade a diferentes vírus, 
produzindo altas titulações. O CPE induzido por vírus foi 
observado no período entre 24 e 48 h, dependendo do 
vírus utilizado. A produção viral demonstrou que as 
titulações aumentaram progressivamente de acordo com 
as passagens, o que indicou que as células GRX podem 
sustentar, de forma eficiente, a replicação viral. A linhagem 
celular GRX mostrou-se altamente suscetível aos vírus HSV-
1, HSV-2, MAY, SIN e WEE e pode ser utilizada como uma 
ferramenta para o isolamento viral e estudos bioquímicos.

Apesar de haver diversas linhagens celulares 
amplamente utilizadas no campo da virologia para 
propagar vírus, o estabelecimento de novos sistemas 
celulares sempre abre novas possibilidades de análises 
mais profundas da biologia e bioquímica das infecções 
virais. A linhagem celular GRX foi estabelecida no início da 
década de 1980 e suas propriedades biológicas e 
bioquímicas já foram determinadas. No entanto, sua 
capacidade de dar suporte á replicação viral ainda não foi 
demonstrada claramente. O principal objetivo deste 
trabalho foi demonstrar a utilidade desta linhagem celular 
na propagação viral. Para efeitos de comparação, 
inicialmente foram analisados vírus que já tenham um 
sistema celular eficiente. Após o estabelecimento da 

suscetibilidade da linhagem celular GRX a certos vírus, 
pode-se continuar a estudar sua capacidade de dar 
suporte ao crescimento de vírus que ainda não tenham 
sido propagados in vitro, como os da hepatite C e os 
bocavírus humanos.

Em conclusão, (i) foi possível alcançar o principal 
objetivo deste estudo, qual seja o de demonstrar a 
suscetibilidade da linhagem celular GRX à infecção viral; 
(ii) foi demonstrado que esta linhagem celular é uma 
ferramenta virológica valiosa; e (iii) os resultados aqui 
apresentados abrem a possibilidade de utilização da 
linhagem celular GRX para a avaliação de vírus não 
propagados anteriormente in vitro por estes pesquisadores 
ou por quaisquer outros laboratórios interessados nesses 
estudos.
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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 

2.4 5.4GRX cells yielded infectious virus titers between 10  TCID  (Tissue Culture Infectious Dose ) /25 mL and 10  TCID /25 mL 50 50 50

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.

Susceptibilidad de un linaje celular murino continuo (GRX) a la infección viral

RESUMEN

Este estudio evaluó la capacidad de un linaje celular murino (GRX) de realizar la replicación viral. Culturas de células GRX 
fueron infectadas con diferentes virus ADN y ARN. Se observó que el linaje celular GRX es susceptible a la replicación de los 
virus Herpes simplex tipos 1 y 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 replicación viral. La replicación viral indujo el efecto citopático 

2.424 a 48 h pos-infección. Las células GRX produjeron titulaciones de virus infecciosos entre 10  TCID  (dosis infecciosa de 50
5.4cultura de tejido )/25mL y 10  TCID /25 mL en el primer pasaje viral. Estos resultados demuestran que las células GRX 50 50

sostienen, de forma eficiente, la replicación viral y, por lo tanto, pueden ser utilizadas como una valiosa herramienta para 
estudios de laboratorio sobre virología.

Palabras clave: Técnicas de Cultivo de Célula; Células Estrelladas Hepáticas (GRX); Replicación Viral.
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