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Este estudo avaliou a capacidade de uma linhagem celular murina (GRX) de realizar a replicacdo 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 replicacéo viral. A replicacéo 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 pl 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.

Durante as duas Ultimas décadas, a aplicacdo de
metodologias moleculares e sorolégicas tem tido um
grande impacto na deteccéo de novos virus. Ainda assim,
o isolamento viral permanece sendo o método
considerado padrdo ouro para a idenfificagcéo e
caracterizacdo de suas propriedades bioldgicas e
biogquimicas. A cultura de células ainda é o método mais
comum de propagacdo de virus. Os métodos baseados
em cultura celular também sa@o utilizados na producéo de
vacinas e em estudos bioquimicos e biomoleculares sobre
replicacdo viral'. Em 1985, a linhagem celular continua
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GRX, representante das células estreladas hepdticas, foi
estabelecida a partir de lesées fibrogranulomatosas
induzidas no figado de camundongos por meio de
infeccdo esquistossémica’ e suas caracteristicas bioldgicas
e bioquimicas foram determinadas®*’. Ela se caracteriza
por ser uma linhagem celular altamente prolifica que
apresenta uma morfologia fibrobldstica estrelada,
poligonal ou alongada. Quando suas monocamadas séo
confluentes, as células agrupam-se em um padréo de
crescimento bem delineado na forma de picos e vales’. A
capacidade desta linhagem celular de servir de base para
a replicacdo viral nunca foi demonstrada; portanto, o
objetivo principal deste trabalho foi demonstrar a utilidade
da linhagem celular GRX na propagagéo de certos virus.

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 solucées 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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Brasil. Todas as linhagens celulares foram cultivadas em
meio minimo 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 pg/mlL de gentamicina, 2,5 pg/mlL de
fungizona, bicarbonato de sédio a 0,25% e 10 mM de
HEPES. As culturas foram incubadas a uma temperatura de
37°Ccom CO,a5%.

As cepas virais utilizadas nesta pesquisa foram obtidas
do acervo de referéncia do Departamento de Virologia do
Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio
de Janeiro. Os virus 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 propagacéo dos virus, as monocamadas celulares
foram preparadas em placas de 48 pocos; cada suspensédo
viral foi inoculada em triplicata. As placas inoculadas foram
incubadas por 1 h a uma temperatura de 37° C.
Posteriormente, os inéculos foram substituidos por MEM sem
SFB (meio de manutencéo). Para os rotavirus, foi adicionada
ao inoculo fripsina a uma concentracéo final de 10 ug/mL,
seguida de incubacdo a 37° C por 30 min. O inéculo foi
entdo adicionado & monocamada com meio de manutencdo
a uma concentracdo final de tripsina de 5 pg/mL. Todas as
culturas de células infectadas foram incubadas a 37° C com
CO, a 5%. As células foram monitoradas diariamente em
microscépio ético invertido visando observar o
desenvolvimento do efeito citopdtico (CPE). Quando
aproximadamente 75% das células apresentaram CPE, ou
apds sete dias de incubag@o sem que se observasse o CPE, as
culturas infectadas foram submetidas o trés ciclos de
congelamento-descongelamento. Foram entéo coletadas as
misturas de lisados celulares e sobrenadantes e armazenadas
a -70° C para andlises futuras. Cada cepa viral foi submetida
a trés passagens seriadas em células GRX. As misturas de
sobrenadante e lisado celular (suspenséo viral) de cada uma
das trés passagens foram submetidas & titulacéo pelo método
da diluicéo limite (endpoint dilution method) para quantificar
a infectividade viral. Dilvicdes logaritmicas de 25 ul da
suspensGo viral foram inoculadas em monocamadas
confluentes em placas de 96 pogos (seis pocos/diluicdo). As
titulacdes foram calculadas de acordo com o método de
Reed e Muench e expressas em log,, TCID,, (dose infecciosa
de cultura celular.y)/25 pl’.

Em placas de 24 pocos, as células GRX, a uma
densidade de 4,2 x 10° células/mL e células Vero a uma
densidade de 1,2 x 10° células/mL foram semeadas em
MEM complementado com SFB a 10% e infectadas com
100 plL de suspensdo viral (MAY, SIN ou WEE) a uma
multiplicidade de infeccdo de 1,0,0,5e 0,1. As culturas de
células infectadas foram incubadas a 37° C em ambiente
com CO, a 5% por 48 h. Apés esse periodo, a suspensdo
viral foi coletada e titulada como descrito acima. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se a andlise
de variéncia (ANOVA) para determinar a diferenca menos
significante em p = 0.05. Essa andlise foi efetuada com o
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programa Minitab® for Windows, versdo 14.0 (Minitab
Inc., State College, PA, EUA). O termo 'significancia"
(estatisticamente significante) no texto equivale a p < 0.05.

As células GRX foram suscetiveis & infeccdo por HSV-1,
HSV-2, SIN e WEE, produzindo CPE visivel em 48 h. O virus
MAY induziu o CPE em 24 h. Em contraste, as células GRX
ndo auxiliaram replicagdo viral perceptivel quando
inoculadas com AdV ou RV (Tabela 1). O CPE observado
nos virus MAY, SIN e WEE em células GRX foi caracterizado
por picnose celular, seguido de fragmentacdo
citoplasmética e desprendimento da monocamada,
semelhante ao CPE observado em células Vero. J& o CPE
observado para os virus HSV-1 e HSV-2 foi caracterizado por
arredondamento e refringéncia das células (Figuras 1 e 2).

Tabela 1- Infeccdo de células GRX por diferentes virus de

RNA ou DNA

Cepa viral' Virus titers

1* 2 3
Virus RNA
MAY 4,84 5,0 7.4
SIN 5,0 6,0 65
WEE 5,4 55 66
RV -§ B B
Virus DNA
HSV-1 2,75 3,25 3,5
HSV-2 2,6 2.4 3.4
AdV2 B B B
AdV19 _ B B
AdV40 B B B
AdV41 B B -

'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. 'As titulagdes sdo expressas em log,, TCID,,/25 L.
Os valores sdo correspondentes & média da titulagdo de trés pocos
infectados. *NUmero de passagens. § Auséncia de replicagéo viral.

Figura 1 — Ffeito citopdtico causado pela replicacéo viral em
células GRX 48 h apés a infeccdo. A: GRX controle;
B: HSV-1; C: HSV-2; D: MAY; E: SIN; e F: WEE
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Figura 2 — Efeito citopdtico causado pela replicacéo viral em
células Vero 48 h apés a infeccdo. A: GRX Controle;
B: HSV-1; C: HSV-2; D: MAY; E: SIN; e F: WEE

Para demonstrar a eficiéncia da replicacdo viral, foi
medida a producdo viral em células GRX comparada & de
células Vero apés a inoculagéo de virus com diferentes
multiplicidades de infeccdo. Néao foi observada qualquer
diferenca estatisticamente significativa entre as duas
linhagens celulares, o que indicou que a replicacéo viral
ocorre de forma eficiente nos dois sistemas (Figura 3). No
caso das células Vero, ndo houve nenhuma diferenca
significativa quando os virus foram inoculados com
diferentes multiplicidades de infeccéo. J& para as células
GRX, apesar de ndo haver diferenca significativa na
producéo viral para o os virus SIN e MAY com diferentes
multiplicidades de infeccdo, houve uma variéncia na
replicacdo dos virus MAY quando foram inoculodos com
baixa multiplicidade de infeccdo. Inversamente, houve
uma diferenca estatisticamente relevante (p = 0.016) na
producédo viral de WEE quando diferentes multiplicidades
de infecg@o foram utilizadas (Figura 3).
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Figura 3 - Valores da producéo decorrente da replicacdo dos
virus SIN, MAY e WEE em linhagens celulares GRX e
Vero. Cada valor corresponde ¢ titulacdo media de
trés pocos infectados

Apesar da utilizacéo de vdarias linhagens celulares para
o isolamento viral, ainda hd um ndmero significativo de

virus que ndo podem ser propagados em laboratério.
Portanto, o desenvolvimento de uma nova linhagem
celular suscetivel & replicacéo viral cria novas alternativas
para o cultivo desses virus. A busca por novas alternativas
tem se intensificado principalmente por causa da
emergéncia de novos virus, como o metapneumovirus
humano’ e os novos coronavirus humanos (SARS-CoV,
HCoV-NL63, HCoV-HKU1)**'°, ou por causa da
necessidade do isolamento viral para estudos moleculares
e bioguimicos, como no caso do norovirus'', virus das
hepatites B e C"°. Consequentemente, hd o registro da
publicacéo de pesquisas avaliando a utilidade de vdrias
linhagens celulares para o isolamento viral *'*".

A linhagem GRX foi descrita pela primeira vez em
1985% no entanto, a utilidade dessas células para a
replicacéo viral ainda néo foi determinada. Neste estudo,
foi avaliada a capacidade desta linhagem celular de servir
de base & propagacéo de diversos virus, bem como a sua
utilidade como uma ferramenta em laboratérios para
estudos sobre virologia. Geralmente, a determinacéo da
suscetibilidade de uma linhagem celular para a replicacéo
viral pode ser realizada por meio da observacdo do CPE
caracteristico, seguido de titulac@o viral, ou por meio de
metodologias alternativas, como o teste de
hemaglutinacdo, por imunofluorescéncia ou a deteccdo
do genoma viral por métodos moleculares''*'. Neste
estudo, foram utilizadas observacées do CPE e titulacdo
viral como os par@metros para a demonstracdo da
suscetibilidade celular. Todos os virus neste estudo
produziram CPE visivel em outras linhagens celulares; por
isso, seria vantajoso estabelecer uma nova linhagem
celular para aqueles virus que demandassem
metodologias alternativas para demonstrar a propagacéo
viral em culturas.

Os alfavirus WEE, MAY e SIN infectam uma grande
variedade de hospedeiros na natureza, replicando-se em
mamiferos, pdssaros, artrépodes e anfibios; esses virus
podem se propagar in vitro em vérias linhagens
celulares”"®". A inoculacdo de células GRX com esses
virus produziu CPE em 24 a 48 h. Altas titulagdes virais
foram obtidas a partir da primeira passagem. Elas
aumentaram progressivamente com as passagens
consecutivas, demonstrando a producdo de particulas
virais infecciosas. As células GRX forneceram um substrato
para a propagacdo viral tao eficiente quando as células
Vero, que s@o regularmente utilizadas para a propagacéo
de alfavirus.

Diferentes linhagens celulares podem ser utilizadas
para o isolamento de HSVs™. Os virus HSV-1 e HSV-2
foram propagados com sucesso em células GRX 48 h apés
a inoculacdo, o que demonstra que, apesar das fitulacdes
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 virus.

Curiosamente, neste estudo todos os virus que se
propagaram nas células GRX séo envelopados (Alfavirus),
contrariamente aos ndo envelopados, como os adenovirus
e os rotavirus. Uma possivel explicacdo para este
fenémeno pode ser a especificidade do receptor viral.
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Outra explicacdo pode ser a presenca de enzimas
celulares necessdrias para a replicacdo viral. H& a
necessidade de novos estudos para elucidar esta questéo.

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

Apesar de haver diversas linhagens celulares
amplamente utilizadas no campo da virologia para
propagar virus, o estabelecimento de novos sistemas
celulares sempre abre novas possibilidades de andlises
mais profundas da biologia e bioquimica das infeccoes
virais. A linhagem celular GRX foi estabelecida no inicio da
década de 1980 e suas propriedades biolégicas e
bioquimicas jd foram determinadas. No entanto, sua
capacidade de dar suporte & replicacdo viral ainda néo foi
demonstrada claramente. O principal objetivo deste
trabalho foi demonstrar a utilidade desta linhagem celular
na propagacdo viral. Para efeitos de comparagéo,
inicialmente foram analisados virus que j& tenham um
sistema celular eficiente. Apds o estabelecimento da

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

Em concluséo, (i) foi possivel alcancar o principal
objetivo deste estudo, qual seja o de demonstrar a
suscetibilidade da linhagem celular GRX & infeccéo viral;
(i) foi demonstrado que esta linhagem celular ¢ uma
ferramenta virolégica valiosa; e (i) os resultados aqui
apresentados abrem a possibilidade de utilizacdo da
linhagem celular GRX para a avaliacdo de virus nédo
propagados anteriormente in vitro por estes pesquisadores
ou por quaisquer outros laboratérios 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
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.

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

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 citopético
24 a 48 h pos-infeccion. Las células GRX produjeron titulaciones de virus infecciosos entre 10°“ TCID., (dosis infecciosa de
cultura de tejido,,)/25ul y 10°* TCID,,/25 ul en el primer pasaije 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.
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