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RESUMO  

RESQUE, H. R. Caracterização molecular de astrovírus em amostras fecais 
de crianças com gastroenterite em São Paulo, Brasil. 2007. 99 f. Tese 
(Doutorado em Ciências) – Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2007. 
 

O objetivo deste trabalho foi caracterizar astrovírus em amostras fecais coletadas 

de crianças com e sem diarréia, em São Paulo, Brasil, e divididas em dois 

grupos, EPM e HU, de acordo com a origem. A detecção foi realizada utilizando-

se RT-PCR, com primers específicos. Os resultados para as amostras EPM 

mostram que 66/234 (28,2%) foram positivas para astrovírus. Para as amostras 

HU, 18/187 (9,6%) foram positivas. A genotipagem foi realizada com a técnica de 

nested/RT-PCR. De 66 amostras positivas (EPM), 19 (28,7%) foram 

caracterizadas como HAstV-1, 4 (6,0%) como HAstV-2, 2 (3,0%) como HAstV-3, 

1 (1,5%) como HAstV-5 e 3 (4,5%) como HAstV-8. Das 18 positivas do HU, 1 

(5,5%) amostra foi caracterizada como HAstV-1, 7 (38,8%) como HAstV-2 e 1 

(5,5%) como HAstV-8. As amostras genotipadas em ambos os grupos foram 

submetidas ao Seqüenciamento de nucleotídeos para confirmação dos 

resultados. Detecção e genotipagem de astrovírus em casos de diarréias 

pediátricas são técnicas são importantes e descrevem como esse vírus está 

circulando em São Paulo, Brasil.   

 

Palavras-chave: astrovírus, gastroenterite, RT-PCR, seqüenciamento, 

genotipagem. 
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ABSTRACT 

RESQUE, H. R. Molecular characterization of astrovirus in stool samples 
from children with gastroenteritis in São Paulo, Brazil. 2007. 99 f. Thesis 
(Microbiology) - Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2007. 
 

The purpose of this study was to characterize astrovirus in faecal samples 

collected from children with and without diarrhea in São Paulo city, Brazil, and 

grouped into two distinct groups, EPM and HU. Detection was carried out using 

RT-PCR with specific primers. Results for EPM set showed that 66/234 (28,2%) 

were positive. In the HU set of samples, 18/187 (9,6%) were positive for 

astrovirus. Genotyping was carried out with nested/RT-PCR. Out of 66 astrovirus 

positive EPM samples, 19 (28,7%) were characterized as HAstV-1, 4 (6,0%) as 

HAstV-2, 2 (3,0%) as HAstV-3, 1 (1,5%) as HAstV-5  and 3 (4,5%) as HAstV-8. 

Among 18 astrovirus positive HU samples, 1 (5,5%) was characterized as HAstV-

1, 7 (38,8%) as HAstV-2 and 1 (5,5%) as HAstV-8. Genotyped samples were 

confirmed by nucleotide sequencing. Detection and genotyping of astrovirus in 

pediatric diarrhea are important and describes how this virus is circulating in São 

Paulo, Brazil.   

 

Keywords: astrovirus, gastroenteritis, genotyping, RT-PCR, nucleotide 

sequencing. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos gerais 
 

A inflamação da mucosa do trato intestinal, ou gastroenterite (WEBB; 

STAR, 2005), é uma das doenças mais comuns que acometem a humanidade, 

estimando-se cerca de 1,5 bilhão de casos por ano, tendo maior impacto 

principalmente em crianças e idosos (GLASS et al., 2001). De acordo com um 

estudo realizado pela Organização Mundial de Saúde, estima-se que haja 

aproximadamente de 1,6 a 2,5 milhões de mortes causadas por diarréia a cada 

ano, e de que crianças - na maioria com menos de 5 anos de idade - 

apresentem uma média anual de três episódios de diarréia, em países em 

desenvolvimento (HILL-KING et al., 2005). Em países industrializados, a 

mortalidade associada à gastroenterite é baixa, mas em virtude de sua alta 

incidência, a sobrecarga social e os custos na economia devido aos cuidados 

com crianças doentes e a ausência dos pais no trabalho são substanciais 

(OLESEN et al., 2005). Nos Estados Unidos, a hospitalização e o tratamento de 

crianças com menos de 5 anos de idade, com quadro de gastroenterite aguda, 

chega a custar US$ 250 milhões por ano (TUCKER et al., 1998). Quando 

considerada a ausência no trabalho por parte dos pais, o custo da gastroenterite 

aguda passa a ser estimado em US$ 1 bilhão por ano (KING et al., 2003). 

Os sintomas predominantes, diarréia e vômito, são comuns em infecções 

causadas por mais de 20 agentes etiológicos diferentes. O espectro da doença 

abrange desde uma infecção assintomática, passando por vômito ou diarréia 
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moderados, ou ambos, até um quadro severo da doença, resultando em 

desidratação e/ou, em alguns casos, na morte (GLASS et al., 2001).  

Nos países desenvolvidos, os vírus são a principal causa de diarréia 

aguda, chegando a ser responsáveis por até 80% das doenças causadas por 

ingestão de alimentos (MEAD et al., 1999). 

Os rotavírus e os norovírus são reconhecidos como sendo as principais 

causas de diarréia viral em crianças e adultos (THORNTON et al., 2004). No 

entanto, atualmente, os astrovírus têm sido associados a aproximadamente 2-

8% dos casos de gastroenterite infantil aguda, não-bacteriana, tanto em países 

desenvolvidos, quanto em países em desenvolvimento (FAUQUET et al., 2005). 

Dessa maneira, os astrovírus podem ser considerados a segunda maior causa 

de gastroenterite aguda em crianças com até 5 anos de idade (ROYUELA et al., 

2005), sendo os rotavírus a principal causa (OLESEN et al., 2005). 

Anteriormente associado à surtos isolados de diarréia, o astrovírus 

também está presente em infecções nosocomiais e casos de gastroenterite 

persistente em pessoas imunocomprometidas (DE GRAZIA et al., 2004). 

A infecção por astrovírus é endêmica, e estudos sorológicos indicam que 

a maioria das pessoas já foram expostas a esse patógeno (KRISTON et al., 

1996). 
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1.2 Histórico 
 

Os astrovírus foram associados à gastroenterite infantil, pela primeira vez, 

em 1975, por Madeley e Cosgrove. Estes autores observaram, ao microscópio 

eletrônico, partículas que, na época, foram denominadas de pequenos vírus 

estruturados e arredondados (Small Round Structured Viruses - SRSV) 

(MADELEY; COSGROVE, 1975). O primeiro astrovírus descrito na literatura não 

apresentava o capsídeo na forma característica de estrela. Alguns meses antes 

de sua nomenclatura, Appleton e Higgins descreveram um surto de diarréia 

moderada em crianças de uma maternidade na Inglaterra. Testes com amostras 

dessas crianças, através da microscopia eletrônica, revelaram que tais vírus 

possuiam morfologia e tamanho diferentes dos vírus Norwalk e rotavírus já 

previamente identificados. Somente após alguns anos, quando reagentes 

imunológicos específicos foram obtidos, foi possível a identificação daquele 

agente etiológico, sendo considerado um astrovírus (APPLETON; HIGGINS, 

1975). No entanto, somente há pouco tempo, com o aprimoramento de algumas 

técnicas de diagnóstico, tornou-se possível um melhor entendimento desse vírus 

enquanto agente causador de diarréia (MEDINA et al., 2000).  

Uma importante descoberta foi feita em 1981, pelos pesquisadores Lee e 

Kurtz, quando conseguiram isolar e cultivar astrovírus de humano (HAstV) com 

várias passagens, em linhagem celular. Eles descobriram, com esse estudo, que 

o astrovírus podia se propagar em linhagens celulares, diferenciando-se 

claramente dos vírus Norwalk e de outros calicivírus de humanos, que não 

apresentam essa característica (LEE; KURTZ, 1981). Esta descoberta também 
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contribuiu para o reconhecimento de 5 sorotipos de astrovírus de humanos em 

1984 (KURTZ; LEE, 1984), além do desenvolvimento, no final dos anos 80, de 

um ensaio imunoenzimático capaz de detectar antígenos virais (HERRMANN et 

al., 1988; HERRMANN et al., 1990), da confirmação de sua importância médica 

em 1991 (HERRMANN et al., 1991) e da clonagem e seqüenciamento do 

genoma desses vírus em 1993/94 (JIANG et al., 1993; LEWIS et al., 1994; 

WILLCOCKS, et al., 1994). A hipótese da existência de dois novos sorotipos (6 e 

7) foi sugerida em 1994 (LEE; KURTZ, 1994). Posteriormente, um oitavo tipo de 

astrovírus foi sugerido, baseando-se em estudos de genotipagem de uma cepa 

de HAstV isolada no Reino Unido (BELLIOT et al., 1997). Até o momento, 

nenhum estudo relatou a existência de outros sorotipos de astrovírus de 

humanos. 

Além de humanos, os astrovírus já foram detectados em amostras de 

fezes de gatos (FAstV), bezerros (BAstV), veados, cães, patos (DAstV), 

camundongos, porcos (PAstV), ovelhas (OAstV), visons (MAstV), perus (TAstV) 

e galinhas (ANV e CAstV) (FAUQUET et al., 2005). 
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1.3 Estrutura da partícula viral 

1.3.1 Morfologia 

Os astrovírus são descritos como partículas esféricas de 28 a 30 

nanômetros (nm) de diâmetro, não envelopadas e com capsídeo de simetria 

icosaédrica. Sua principal característica é a superfície do capsídeo em forma de 

uma estrela de 5 a 6 pontas. Mesmo assim, somente em torno de 10% do total 

de partículas apresentam o capsídeo com forma de estrela, o que dificulta sua 

identificação morfológica. Geralmente, os astrovírus estudados são descritos 

como tendo 28 nm de diâmetro; no entanto, essa medida pode variar de acordo 

com a fonte da partícula viral (por exemplo, astrovírus de bovinos) ou com o  

método de preparação para visualização por microscopia eletrônica (ME) 

(MÉNDEZ; ARIAS, 2007). 

Estudos com amostras de HAstV-2, cultivadas em células renais de 

macaco Rhesus (LLC-MK2) e na presença de tripsina, revelaram espículas 

destacando-se na superfície do vírus. Essas partículas possuíam um diâmetro 

de 41 nm (incluindo as espículas) e não apresentavam a forma de estrela.  

Entretanto, esta característica dos astrovírus pôde ser induzida após tratamento 

das células com meio de cultura alcalinizado. Várias tentativas desse tratamento 

foram realizadas, com diversas alterações de tempo e pH, no entanto, somente 

após a incubação das células durante 10 minutos e em meio com pH 10, foi 

possível a observação da forma de estrela de 5 a 6 pontas. Ainda de acordo 

com esse estudo, pelo menos para o HAstV-2 cultivado em cultura celular, a 

característica de forma de estrela seria uma transformação da estrutura original 
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do vírus. Esta transformação diminuiria a integridade viral e precederia a 

desestruturação da partícula viral (RISCO et al., 1995). Os autores também 

sugerem que o fato de os astrovírus serem detectados comumente nas fezes, 

faria com que outros fatores, como a presença de íons ou proteases, causassem 

alterações na estrutura da superfície desse vírus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Microscopia eletrônica de partícula viral semelhante à astrovirus. 
(http://www.stanford.edu/group/virus/astro/2004ambili/Astrohome.html) 

 

1.3.2 Genoma 

O genoma do astrovírus é constituído por RNA de fita simples (ssRNA), 

de polaridade positiva, com extensão que pode variar de 6.4 kb (OAstV-1) até 

7.3 kb (TAstV-2), excluindo a cauda poli-A na extremidade 3’ (Figura 2). Durante 

a infecção de células susceptíveis, duas espécies de RNA podem ser 

observadas: um RNA genômico (gRNA) e um RNA subgenômico (sgRNA), de 

aproximadamente 2.4 kb) (KOCI et al., 2000). Estudos utilizando células LLC-

MK2 revelaram que ambos os RNAs são detectados 12 horas após o início da 

infecção (MONROE et al., 1991).  
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O genoma viral possui três janelas abertas de leitura (Open Reading 

Frames - ORF): ORF1a, ORF1b e ORF2. As ORFs 1a e 1b estão localizadas na 

extremidade 5’ do genoma e codificam proteínas não-estruturais, possivelmente 

envolvidas na transcrição e replicação do RNA. A ORF2 está localizada na 

extremidade 3’, é comum aos RNAs genômico e subgenômico e codifica as 

proteínas do capsídeo (MATSUI et al., 2001; MÉNDEZ; ARIAS, 2007). 

 

 

 

Figura 2: Representação gráfica do genoma de astrovírus (FAUQUET et al., 2005). MB = Hélices 
Transmembranas; NLS = Sinal para Localização Nuclear; Pol = RNA Polimerase; Pro 
= Protease; Frameshift Structure = Estrutura de frameshift; First Met  = Ponto de 
partida. 

 

1.3.3 Proteínas virais 

A composição protéica do vírion, bem como o mecanismo através do qual 

as proteínas são sintetizadas, ainda não estão completamente esclarecidos. No 

entanto, sabe-se que as ORFs 1a e 1b codificam duas poliproteínas não-

estruturais: nsp1a (103kDa), codificada pela ORF1a, e nsp1ab (160kDa), 

codificada pelas ORFs1a e 1b. A nsp1a contém motivos para uma serina 
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protease, quatro proteínas transmembranas hidrofóbicas e uma proteína que 

sinaliza a localização nuclear. A nsp1ab possui motivos característicos de RNA 

polimerase - RNA dependente (MÉNDEZ et al., 2003). Além disso, acredita-se 

também que tais poliproteínas não-estruturais estejam envolvidas na replicação 

do RNA viral. Como pode ser inferido para outros vírus de RNA com polaridade 

positiva, acredita-se que as poliproteínas não-estruturais dos astrovírus sejam 

clivadas em polipeptídeos menores principalmente pela protease viral (MÉNDEZ 

et al., 2003). Vale ressaltar que as proteínas não-estruturais de astrovírus 

podem ser detectadas após 6 horas do início da infecção, mas somente através 

de imunoensaios utilizando anticorpos específicos (MÉNDEZ; ARIAS, 2007). 

A ORF2 codifica para as proteínas estruturais de astrovírus. Essas 

proteínas são sintetizadas como uma poliproteína precursora de 

aproximadamente 780 resíduos de aminoácidos, que por sua vez é clivada e 

processada em pelo menos três polipeptídeos distintos que formam o capsídeo 

do vírus. O tamanho das proteínas estruturais varia de acordo com o sorotipo do 

vírus, podendo apresentar aproximadamente 34, 29 e 26 kDa cada uma 

(MÉNDEZ et al., 2003). Baseando-se na cepa Yuc-8 de HAstV, o primeiro 

produto da ORF2, a VP90, é inicialmente clivada na VP70, que é encontrada em 

partículas virais purificadas. O vírus que contém a VP70 apresenta pouca ou 

nenhuma infectividade e necessita de um tratamento com tripsina para ativá-lo. 

Durante esse tratamento, a VP70 é inicialmente clivada e processada, 

resultando nos polipeptídeos VP41 e VP28, que mais tarde serão clivados nas 
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proteínas VP34, VP27 e VP25, para produzir o vírus infeccioso (MÉNDEZ et al., 

2004). 

 

1.4 Propriedades físico-químicas da partícula viral 

O vírion possui uma densidade de 1.36-1.39 g/cm3 em cloreto de césio 

(CsCl) (FAUQUET et al., 2005). As partículas de astrovírus mostram-se estáveis 

em pH 3 e são resistentes ao clorofórmio, a uma variedade de detergentes e a 

solventes lipídicos. O HAstV mantém a infectividade mesmo após 5 minutos a 

uma temperatura de 60 oC, mas a perde se o tempo de permanência ultrapassar 

10 minutos. À temperaturas extremamente baixas (-70 °C a -85 °C) os vírus 

permanecem estáveis por vários anos. No entanto, se houver uma seqüência 

contínua de congelamentos e descongelamentos, a partícula viral pode vir a se 

romper (MÉNDEZ; ARIAS, 2007). 

 

1.5 Nomenclatura e classificação  

Antes conhecido como pequenos vírus estruturados e arredondados 

(Small Round Structured Viruses-SRSV), o astrovírus foi assim denominado pela 

primeira vez em 1975, quando Madeley e Cosgrove observaram, ao microscópio 

eletrônico, que algumas partículas virais exibiam um capsídeo com forma 

semelhante a uma estrela (astron=estrela, em grego) (MADELEY; COSGROVE, 

1975).  

A organização genômica dos astrovírus, onde as ORFs codificam 

proteínas não-estruturais (ORF1a e ORF1b) na extremidade 5’, e proteínas 
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estruturais (ORF2) na extremidade 3’, assemelha-se à organização genômica 

dos calicivírus. No entanto, algumas características serviram para separar os 

astrovírus dos calicivírus e de outros grupos de vírus. Tais características dos 

astrovírus são: o número, tamanho e processamento de poliproteínas; a falta de 

um domínio RNA-helicase; o uso de um mecanismo ribossomal de frameshift 

para traduzir a RNA polimerase RNA-dependente; suas características 

morfológicas e o fato de poder ser cultivado em linhagens celulares. Por estas 

razões, os astrovírus foram classificados em uma nova família viral, a 

Astroviridae (MÉNDEZ; ARIAS, 2007). 

De acordo com o oitavo comunicado do Comitê Internacional sobre 

Taxonomia de Vírus (International Committee on the Taxonomy of Viruses – 

ICTV), a família Astroviridae está subdividida em dois gêneros: Avastrovirus 

(astrovírus que infectam aves) e Mamastrovirus (astrovírus que infectam 

mamíferos), sendo que à última pertence a espécie Human astrovirus (HAstV), 

de astrovírus que infectam humanos (FAUQUET et al., 2005). Essa definição 

dos gêneros foi baseada principalmente na origem do vírus (hospedeiro) e na 

estrutura do genoma. Entretanto, sabe-se que as espécies que compõem o 

gênero Mamastrovirus encontram-se muito mais relacionadas entre si do que as 

espécies que compõem o gênero Avastrovirus e que nenhuma relação 

sorológica entre espécies de gêneros diferentes, ou dentro de um mesmo 

gênero, pôde ser  observada até o momento (MÉNDEZ; ARIAS, 2007). 

Em relação aos sorotipos/genotipos de astrovírus de humanos, foram 

identificados até o momento 8 tipos (HAstV-1 a HAstV-8), sendo que o HAstV-1 



 

 

25 

ainda é subdividido em quatro sub-tipos (1a, 1b, 1c e 1d). Tal subdivisão baseia-

se na análise de uma seqüência contida na ORF2 (MARSHALL et al., 2007). Os 

sorotipos de astrovírus foram classificados de acordo com a reatividade da 

proteína do capsídeo a anticorpos tipo-específicos. Esses oito sorotipos ou 

grupos antigênicos correlacionam-se perfeitamente com genotipos distintos, que 

foram determinados pela seqüência de nucleotídeos de 348 pb em uma região 

da ORF2, que demonstrou ter uma notável variabilidade (BHATTACHARYA et 

al., 2006). Outra região conservada de 449 pb localizada na região do capsídeo 

(do nucleotídeo 4526 ao 4974) pode ser amplificada pelo par de primers 

MON269 e MON270 e passou a ser detectada em todos os sorotipos (NOEL et 

al., 1995). Quanto aos genogrupos, existem dois: genogrupo A (HAstV-1 a 5 e o 

HAstV-8) e genogrupo B (HAstV-6 e 7) (MATSUI et al., 2001). Estes genogrupos 

foram classifcados através da análise filogenética de uma seqüência de 

nucleotídeos de 289 pb de uma região altamente conservada na ORF1a 

(BHATTACHARYA et al., 2006).  

Os astrovírus são aparentemente espécie-específicos e não há relatos de 

transmissão interespécies (JONASSEN et al., 2001), tendo sido identificados até 

o momento em amostras de fezes de humanos, gatos, bezerros, veados, cães, 

patos, camundongos, porcos, ovelhas, visons, perus e galinhas. As espécies de 

astrovírus foram definidas tendo como base o hospedeiro e nenhuma espécie-

tentativa foi relatada até o momento (FAUQUET et al., 2005). 
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Figura 3: Árvore filogenética representando os dois gêneros da família Astroviridae, e  suas 
respectivas espécies e sorotipos (FAUQUET et al., 2005). 

 

 

1.6 Replicação viral 

As informações referentes à replicação dos astrovírus ainda não são 

muito completas. No entanto, alguns estudos tentam elucidar o mecanismo 

através do qual esse patógeno se replica.  

A estratégia utilizada pelo astrovírus para replicar e transcrever seu 

genoma seria semelhante à utilizada pelos vírus do gênero Alphavirus, família 

Togaviridae. Assim sendo, o RNA genômico (gRNA) seria utilizado como molde 

para sintetizar um RNA de polaridade negativa, que por sua vez seria utilizado 

também como molde para produção dos RNAs genômico e subgenômico. A 

síntese deste RNA subgenômico (sgRNA) requer uma seqüência localizada no 
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RNA de polaridade negativa que funciona como promotor para a transcriptase 

viral (MÉNDEZ; ARIAS, 2007). Em um outro trabalho, sugere-se que uma 

seqüência de 120 nucleotídeos, localizada na ORF2, poderia ser parte do 

promotor para a síntese do sgRNA (WALTER et al., 2001). Parte dessa região 

possui uma seqüência que é altamente conservada entre os membros da família 

Astroviridae. Essa seqüência apresenta identidade com a seqüência da 

extremidade 5’ do sgRNA, independente da espécie animal da qual a cepa de 

astrovírus fora isolada, sugerindo que a seqüência em questão desempenhe um 

importante papel na replicação do astrovírus (MÉNDEZ; ARIAS, 2007). 

No que diz respeito à liberação do vírus da célula, um estudo envolvendo 

uma cepa de HAstV-8 sugere que a poliproteína VP90-VP70 esteja envolvida 

nesse mecanismo. Foi demonstrado que a VP90 organiza-se dentro da célula 

para formar partículas virais precursoras, que então são processadas por 

caspases, através de pelo menos quatro clivagens, para produzir partículas 

virais contendo a proteína VP70. O processamento da poliproteína VP90-VP70 

promove a liberação das partículas virais de dentro da célula. Sendo assim, 

como as partículas que contém VP90-VP70 só se tornam infecciosas após 

tratamento com tripsina, foi sugerido que o processamento da VP90 em VP70, 

pela ação das caspases, é importante apenas na liberação do vírus da célula, 

mas não na montagem da partícula viral ou na aquisição de infectividade. A 

VP70 confere infectividade ao vírus apenas após ter sido clivada em VP34, 

VP27 e VP25 (MÉNDEZ et al., 2004). 
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Nesse mesmo trabalho, observou-se também que a infecção por 

astrovírus em linhagem celular CaCo-2 causa apoptose e que esse mecanismo 

parece ser comum para todos os astrovírus. Esta apoptose é caracterizada pela 

fragmentação do DNA da célula infectada e alteração no potencial 

transmembranico mitocondrial. O HAstV-8 aperfeiçoou um mecanismo que se 

beneficia dessa morte celular para completar o ciclo de replicação viral. A 

apoptose induzida pelo astrovírus regularia o processamento da poliproteína 

VP90-VP70 e o tempo para liberação das partículas virais infecciosas. 

Entretanto, ainda faz-se necessário esclarecer qual produto do astrovírus é 

responsável pela indução dessa morte celular, qual caspase promove a 

clivagem da poliproteína VP90-VP70 e qual o papel desse processamento na 

formação do vírus e sua liberação da célula (MÉNDEZ et al., 2004). 

 

1.7 Patogênese e características clínicas 

A patogênese da infecção por astrovírus em humanos tem sido bastante 

estudada. Estudos histopatológicos recentes envolvendo uma criança 

imunocomprometida, infectada com astrovírus e apresentando um quadro de 

diarréia pronunciada, revelaram que a infecção por esse patógeno estava 

limitada ao intestino delgado. A infecção envolvia células epiteliais maduras 

próximas da região apical das vilosidades, e foi mais intensa no jejuno do que no 

duodeno, mas não no estômago. Anormalidades morfológicas no intestino 

sugerem que, apesar da diarréia severa, a resposta inflamatória não esteja 

primariamente envolvida na patogênese do astrovírus (MÉNDEZ; ARIAS, 2007).  
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Em um trabalho realizado com indivíduos com quadro de infecção 

sintomática causada por HAstV, observou-se que a replicação do vírus estava 

restrita aos 2/3 da região apical dos enterócitos que recobrem as vilosidades do 

intestino. Através de técnicas de coloração de partículas virais, pôde-se 

perceber um aumento progressivo da quantidade de vírus por todo o intestino 

delgado. Essa descoberta revela que o astrovírus encontra-se presente no 

intestino delgado, sendo maior a infecção no jejuno, quando comparada ao 

duodeno (MOSER; SCHULTZ-CHERRY, 2005). 

Em um outro estudo, realizado em 2003, no qual foi utilizada uma ave 

(peru) como modelo animal, observou-se que uma infecção por TAstV causava 

inibição do crescimento da ave, diminuição no tamanho do timo e infecção 

entérica. Além disso, foram observadas também que partículas virais em outros 

tecidos, além dos tecidos intestinais, e na corrente sangüínea, sugerindo um 

estágio de viremia durante a infecção. Notou-se que, apesar da diarréia severa, 

as alterações histopatológicas foram moderadas e não foi observado quadro de 

inflamação (KOCI et al., 2003). Essa falta de inflamação após uma infecção por 

astrovírus em humanos e perús, e a habilidade do HAstV em induzir células 

cultivadas à apoptose sugerem que esta forma programada de morte celular, 

onde a inflamação não é frequentemente observada, pode contribuir para o 

desenvolvimento da doença em algumas espécies (MÉNDEZ; ARIAS, 2007).  

Além disso, surtos de diarréia causados por astrovírus em idosos e 

indivíduos submetidos a transplante de órgãos e quimioterapia, sugerem 
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fortemente que o sistema imune desenvolva um papel importante na patogênese 

desse vírus (KOCI et al., 2005). 

Mais recentemente, um estudo realizado na Hungria sugeriu a provável 

associação de intussuscepção à infecção aguda causada por astrovírus. Neste 

trabalho, foi descrito o caso de uma criança de 28 meses de idade que foi 

internada em um hospital em Budapeste, apresentando quadro de gastroenterite 

(diarréia e vômito) e sinais e sintomas típicos de intussuscepção, observados 

após exame de ultra-som. Testes de laboratório com as fezes coletadas no dia 

da internação da criança resultaram em negatividade para rotavírus e 

adenovírus, assim como não foi encontrado nenhum enteropatógeno bacteriano 

através de métodos rotineiros de cultura de bactérias. Por outro lado, HAstV foi 

detectado através de ensaio imunoenzimático e RT-PCR. De acordo com os 

pesquisadores envolvidos nesse estudo, esse é o primeiro caso de 

intussuscepção associado à infecção por astrovírus em uma criança jovem 

(JAKAB et al., 2007). 

O período de incubação do vírus varia de 24 a 36 horas e a diarréia é 

geralmente moderada, durando em média de 2 a 3 dias e sendo associada a 

quadros de vômito, dores abdominais, febre e anorexia, que duram normalmente 

alguns dias. Quadros de desidratação são menos comuns, mas já foram 

relatados (BHATTACHARYA et al., 2006; GABBAY et al., 2006). 

A transmissão do vírus ocorre via fecal-oral, de modo direto ou pelo 

contato com objetos e/ou pessoas contaminadas. Alguns estudos também 

sugerem que o astrovírus possa ser transmitido pela água, seja ela potável, de 
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piscina, de esgoto ou de rio (SMITH et al., 2006; EL-SENOUSY et al., 2006; 

GUTIERREZ et al., 2006). A presença de partículas virais em superfícies 

inanimadas também já foi descrita (KRAMER et al., 2006). 

O período de excreção do vírus dura normalmente de dois a três dias, 

mas existem relatos de excreção por períodos prolongados. Os astrovírus 

também podem ser excretados por indivíduos assintomáticos, favorecendo a 

transmissão do patógeno (MUSTAFA et al., 2001). 

 

1.8 Imunidade e resistência 

A observação de que a infecção por astrovírus possui uma distribuição de 

idade bifásica (crianças e idosos), além de ser causa comum de diarréia em 

pacientes imunocomprometidos, levou muitos pesquisadores a concluir que os 

anticorpos desempenhem papéis muito importantes na resistência contra esse 

patógeno (KOCI et al., 2005). Essa distribuição de idade bifásica da infecção 

sintomática sugere que os anticorpos adquiridos na infância protegem o 

indivíduo durante a maior parte da vida adulta, mas não protegem mais quando 

o indivíduo passa a ser idoso, período em que a imunidade geral do indivíduo, e 

consequentemente a imunidade contra o astrovírus, diminui (MATSUI; 

GREENBERG, 2001).  

O papel dos anticorpos anti-astrovírus na proteção do organismo foi 

observado em estudos com voluntários onde indivíduos apresentaram infecção 

por astrovírus com características mais brandas, enquanto voluntários sem 

anticorpos anti-astrovírus pré-existentes desenvolveram um quadro de sintomas 
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da doença mais severo e foram mais propensos a liberar partículas virais. Esse 

trabalho sugere que anticorpos anti-astrovírus foram capazes de proteger 

adultos de infecções repetidas (KOCI et al., 2005). 

A importância da resposta de anticorpos anti-astrovírus também foi 

observada em estudos de soroprevalência dos anticorpos anti-astrovírus em 

diversas populações. Esses estudos demonstraram que entre cinco meses e um 

ano de vida, 50% das crianças apresentam anticorpos anti-astrovírus, e que, aos 

cinco anos de idade, esse número é maior de que 90% (KOCI et al., 2005). 

O sistema imune de mucosa normal tem um papel importante na proteção 

de indivíduos contra infecções recorrentes por astrovírus. Foi observado que, 

células T, que reconhecem antígenos de astrovírus, foram encontradas na 

lâmina própria intestinal dos adultos. Essas células T CD4+ astrovírus-

específicas, quando ativadas, produziram células T-helper-subtipo 1, interferon 

gama (inf-γ) e fator de necrose tumoral (TNF) (MÉNDEZ; ARIAS, 2007). 

Em um estudo realizado por KURTZ et al., 1979, oito voluntários adultos 

receberam um extrato de fezes filtrado, proveniente de uma criança infectada 

com astrovírus. Um voluntário apresentou sintomas de gatroenterite moderada e 

um desenvolveu gastroenterite aguda, caracterizada por vômito, náuseas, dores 

abdominais e dor de cabeça. Tais sintomas perduraram por 3 dias pós-infecção, 

com episódios de diarréia aquosa ocorrendo no sexto dia. A diarréia cessou no 

sétimo dia. Uma amostra de fezes desse voluntário foi filtrada e administrada a 

outros nove indivíduos, que foram monitorados para sintomas de infecção por 

astrovírus. Nenhum voluntário apresentou quadro de diarréia aguda, mas em 
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cinco foram observados sintomas como dor de cabeça, mal-estar e desconforto 

abdominal. Embora apenas um voluntário, entre todos os envolvidos no estudo 

tenha apresentado quadro de diarréia aguda, 13 apresentaram um aumento de 

quatro vezes na concentração de anticorpos contra astrovírus (KURTZ et al., 

1979). 

Um estudo posterior, realizado por Midthun et al., em 1993, confirmou os 

achados de Kurtz et al., 1979. Apesar de apenas um voluntário desse novo 

estudo ter apresentado um quadro de gastroenterite aguda, 9, em 19 inoculados 

com o vírus, apresentaram também um aumento de quatro vezes na 

concentração de anticorpos contra astrovírus (MIDTHUN et al., 1993).  

Vários estudos têm relatado que o fardo da doença causada por 

astrovírus é elevado em pacientes que estejam em tratamento por quimioterapia, 

transplantados, infectados por HIV ou apresentando qualquer outro tipo de 

imunosupressão. Esses pacientes são susceptíveis a diversos patógenos 

oportunistas e normalmente sofrem de gastroenterite. No entanto, de acordo 

com vários estudos, nenhum patógeno aparenta ser o principal causador da 

enfermidade, mas o astrovírus tem aparecido frequentemente como o principal 

causador de gastroenterite em pessoas infectadas pelo HIV. Resultados 

similares também foram relatados em pessoas que fazem uso de drogas 

imunosupressoras devido a transplante de medula óssea. Foi observado 

também que pacientes com resposta imune adaptativa prejudicada apresentam 

uma maior incidência de astrovírus, em comparação aos rotavírus e norovírus 

(KOCI et al., 2005). 
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1.9 Epidemiologia  

O astrovírus é um agente infeccioso cosmopolita e normalmente acomete 

crianças de pouca idade. No entanto, casos de diarréia envolvendo idosos, 

adultos saudáveis, pessoas imunocomprometidas e, até mesmo um grupo de 

recrutas militares franceses, já foram descritos (BELLIOT et al., 1997; TREVINO 

et al., 2001; SEBIRE et al., 2004; GABBAY et al., 2005; MOSER et al., 2005; 

MARSHALL et al., 2007).  

Embora a infecção por astrovírus em crianças ocorra ao longo do ano, um 

padrão sazonal tem sido observado em alguns estudos. Em regiões de clima 

temperado, a maioria das infecções ocorre nos meses mais frios, no fim do 

outono e no inverno e em regiões de clima tropical, nos meses de chuva 

(MUSTAFA et al., 2001). No entanto, alguns estudos não confirmam esse 

padrão sazonal, como o realizado em Goiânia, Brasil, onde a maioria das 

infecções por astrovírus ocorreu durante a primavera (CARDOSO et al., 2002). 

A infecção ocorre pela via fecal-oral, normalmente de pessoa para pessoa 

e pode ser observada tanto em casos de gastroenterite esporádica como em 

surtos hospitalares, em escolas, asilos para idosos e creches (MITCHELL et al., 

1999; SILVA et al., 2001; SCHNAGL et al., 2002; AKIHARA et al., 2005). 

Em relação aos genotipos/sorotipos de astrovírus de humanos já 

descritos até o momento, o HAstV-1 continua sendo o mais freqüente no mundo. 

Os HAstV-2, HAstV-3, HAstV-5 e HAstV-8 são considerados menos comuns e 

os genotipos/sorotipos 6 e 7 são tidos como raros (NOEL et al., 1995; 

SAKAMOTO et al., 2000; TRAORÉ et al., 2000; MUSTAFA et al., 2001; GUIX et 
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al., 2002; MÉNDEZ-TOSS et al., 2004; GALDIERO et al., 2005; GABBAY et al., 

2006). 

Com relação às co-infecções envolvendo esse patógeno, alguns 

trabalhos já descreveram misturas entre astrovírus e algum outro vírus causador 

de gastroenterite (rotavírus, norovírus ou adenovírus), misturas entre três vírus 

na mesma amostra (astrovírus e mais dois vírus) e infecções por vírus e 

bactérias causadoras de gastroenterite (BON et al., 1999; MUSTAFA et al., 

2000; MÉNDEZ-TOSS et al., 2004; PHAN et al., 2004; GABBAY et al., 2005; 

BHATTACHARYA et al., 2006; LIU et al., 2006). Essas co-infecções podem levar 

a uma doença mais severa, de maior duração, com febre mais intensa e 

episódios de vômito mais freqüentes, se comparada a uma infecção causada 

apenas por astrovírus (MUSTAFA et al., 2000). 

 

1.10 Diagnóstico laboratorial 

Os astrovírus foram detectados pela primeira vez através da visualização 

de partículas por microscopia eletrônica (ME). Durante muito tempo, a ME, 

baseada na preparação de amostras fecais com contrastes negativos e 

subseqüente procura por partículas virais, foi o único método disponível para se 

detectar astrovírus em amostras clínicas. Problemas como congelamento e 

descongelamento das amostras fecais, degradação de partículas virais por 

enzimas, presença de anticorpos nas fezes e escolha incorreta de coloração, 

podem alterar a morfologia das partículas e levar a uma classificação errônea de 

astrovírus (MUSTAFA et al., 2001). Além disso, o fato de somente 10% das 
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partículas de astrovírus apresentarem o capsídeo com a forma de estrela 

característica, também dificulta sua identificação morfológica, contribuindo para 

possíveis resultados falso-negativos na detecção desse vírus. A sensibilidade da 

ME tem sido estimada em 106 a 107 partículas virais por grama de fezes. 

Normalmente, pacientes com diarréia, causada por infecção por astrovírus, 

liberam um elevado número de partículas virais (equivalente a aproximadamente 

1010 ou 1011 partículas virais por grama de fezes). No entanto, em pessoas que 

excretam uma quantidade menor de partículas, o uso de anticorpos antivirais em 

imunomicroscopia eletrônica (IME) facilita a identificação do vírus (MÉNDEZ; 

ARIAS, 2007). A IME ainda pode ser utilizada para a sorotipagem de HAstV, se 

a técnica for executada com um soro hiperimune tipo-específico de coelho 

(MUSTAFA et al., 2001). 

A possibilidade de cultivar astrovírus em linhagens celulares proporcionou 

a produção de reagentes, como anticorpos monoclonais e antisoros policlonais. 

Estes, por sua vez, foram utilizados para desenvolver ensaios imunoenzimáticos 

(EIE) para a detecção de astrovírus (MUSTAFA et al., 2001). Pode-se dizer que, 

atualmente, o EIE é um dos principais métodos utilizados para detecção de 

astrovírus (ROMÁN et al., 2003; MÉNDEZ-TOSS et al., 2004; GABBAY et al., 

2005; BHATTACHARYA et al., 2006; LIU et al., 2006), por ser um método rápido 

quando é necessário testar um grande número de amostras. Além disso, o EIE 

também pode ser utilizado como método de sorotipagem de amostras clínicas, 

ao se utilizarem anticorpos sorotipos-específicos, contra antígenos de astrovírus 

(MÉNDEZ; ARIAS, 2007). 
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Outra técnica de detecção bastante utilizada atualmente é a reação de 

transcrição reversa seguida da reação em cadeia pela polimerase (RT-

PCR=Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction), que é baseada na 

amplificação de uma determinada região do genoma viral. As três regiões do 

genoma do astrovírus (ORF1a, ORF1b e ORF2) podem ser utilizadas para essa 

amplificação, através de primers comuns direcionados para as cada uma delas. 

(NOEL et al., 1995; MUSTAFA et al., 2001; BHATTACHARYA et al., 2006).  

Recentemente, novas técnicas baseadas na RT-PCR foram 

desenvolvidas para se detectar astrovírus. É o caso do single-step multiplex RT-

PCR e do one step real time RT-PCR (ROHAYEM et al., 2004; ROYUELA et al., 

2005). Além disso, assim como acontece com o EIE, a técnica de RT-PCR 

também pode ser utilizada como método de genotipagem, utilizando-se primers 

específicos para cada um dos 8 tipos de astrovírus de humanos (SAKAMOTO et 

al., 2000). 

O cultivo em cultura de células pode ser considerada como um método de 

detecção, se utilizado em combinação com outra técnica, como forma de 

aumentar a sensibilidade dessa outra técnica, como, por exemplo,a RT-PCR 

(MUSTAFA et al., 1998). No entanto, o cultivo em culturas celulares é um 

método caro, e que consome muito tempo de trabalho e torna-se inadequado 

como método de triagem, em se tratando de um número elevado de amostras 

(MUSTAFA et al., 2000). Em geral, os astrovírus de humanos são capazes de se 

replicar em três tipos de linhagens celulares: linhagens de adenocarcinoma 

(CaCo-2, HT-29, T-84 e SK-CO1); linhagens de hepatoma de fígado humano 
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(PLC/PRF/5) e linhagens derivadas de rim de macaco (MA-104, Cos-1 e vero), 

sendo essas duas últimas susceptíveis a apenas algumas cepas de HAstV. De 

todas as linhagens celulares citadas anteriormente, CaCo-2, T-84 e PLC/PRF/5 

são as mais eficientes para cultivo de astrovírus diretamente de amostras de 

fezes (MÉNDEZ; ARIAS, 2007).  

O seqüenciamento genômico de nucleotídeos não é exatamente um 

método de detecção, mas sim uma técnica para ser utilizada após a detecção, 

visando a genotipagem de amostras previamente identificadas ou a confirmação 

de resultados de sorotipagem e/ou genotipagem obtidos por outra técnica 

(NOEL et al., 1995; WALTER et al., 2001; SCHNAGL et al., 2002; GALLIMORE 

et al., 2006).  

 

1.11 Tratamento 

A gastroenterite causada por astrovírus é considerada uma enfermidade 

moderada que, apesar de poder prejudicar as atividades diárias de um indivíduo, 

não necessita de tratamento terapêutico específico. Nas crianças, ou mais 

raramente nos adultos que ficam desidratados, a reposição oral ou intravenosa 

de água ou outro fluído nutriente pode resolver o problema. No caso de pessoas 

imunocomprometidas, que não respondem a um tratamento mais tradicional, a 

injeção de imunoglobulinas pode ser um importante aliado no combate à doença 

(MÉNDEZ; ARIAS, 2007). Estudos relatam que após a administração de 

imunoglobulinas em pacientes imunocomprometidos, com quadro de infecção 
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persistente causada por astrovírus, foram observadas a eliminação de partículas 

virais e a extinção do quadro de diarréia (BJORKHOLM et al., 1995). 

 

1.12 Prevenção e controle 

Quanto à prevenção e controle da doença causada por astrovírus, a 

interrupção da transmissão é o fator chave para que a infecção pelo vírus não 

ocorra. Isso é de grande importância em hospitais e outras instituições, como 

postos de saúde e creches, onde a transmissão de pessoa para pessoa é 

comum. Essa interrupção pode ser feita através de hábitos higiênicos simples, 

como lavar as mãos e manter o ambiente o mais limpo possível, além da adoção 

de medidas de saneamento básico. O astrovírus é relativamente resistente a 

vários tipos de produtos de limpeza, incluindo desinfetantes comuns, como o 

álcool. Além disso, este patógeno pode permanecer viável na água, mesmo 

após a adição de cloro (MÉNDEZ; ARIAS, 2007).  

Vale ressaltar que a liberação de partículas virais nas fezes pode ocorrer 

mesmo após o desaparecimento do quadro de diarréia. Por isso, é muito 

importante que pessoas que trabalham com manuseio e preparo de alimentos 

tenham em mente a importância de uma boa higiene pessoal e do ambiente de 

trabalho, além da seleção e cuidado no preparo de certos alimentos já 

associados a surtos de gastroenterite causada por astrovírus, como as ostras 

por exemplo (MATSUI; GREENBERG, 2001). 

Outro modo de prevenção seria a administração de vacinas. No entanto, 

mais estudos são necessários para que tal vacina seja desenvolvida. Entretanto, 
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o fato do astrovírus ser considerado um importante patógeno causador de 

gastroenterite e da doença atingir crianças da mesma faixa etária do que as 

infectadas por rotavírus, podem ser vistos como um forte motivo para a criação 

de uma vacina que protegeria as crianças de infecções causadas pelos dois 

vírus (MÉNDEZ; ARIAS, 2007). 
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6 CONCLUSÕES 

Após análise e discussão dos resultados obtidos durante o 

desenvolvimento deste trabalho, pôde-se concluir que: 

 

►A técnica de RT-PCR, com o uso do par de primers MON269/MON270, 

mostrou-se uma ferramenta eficaz para detecção de astrovírus; 

 

►As porcentagens de positividade encontradas para os dois grupos de 

amostras diferiram entre si, sendo de 9,6% para o grupo do HU e 28,2% para as 

amostras da EPM; 

 

►Amostras apresentando mais de um tipo de vírus foram observadas 

neste estudo: 53,0% para o grupo EPM e 27,7% no grupo de amostras HU; 

 

►Todas as amostras positivas para astrovírus foram submetidas à técnica 

de genotipagem por nested/RT-PCR, e 16 amostras foram posteriormente 

confirmadas por seqüenciamento de nucleotídeos; 

 

►Para o grupo da EPM, em ambas as técnicas de genotipagem, o 

genótipo mais freqüente foi o HAstV-1; 
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►Para o grupo do HU, o HAstV-2 foi o mais observado na genotipagem por 

nested/RT-PCR, e no seqüenciamento os genotipos encontrados foram o 

HAstV-3 e HAstV-8; 

 

►O seqüenciamento demonstrou ter 71,4% de concordância com a técnica 

de genotipagem por nested/RT-PCR, para as amostras EPM; 

 

►O uso em conjunto das técnicas de genotipagem, como nested/RT-PCR 

e seqüenciamento de nucleotídeos, visando a confirmação de resultados, é uma 

ferramenta importante nos estudos sobre astrovírus. 
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