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Biological toxins
as potential
biological weapons
— characteristics
and diagnostic
methods

/ Resumo

As toxinas biolégicas sao relevantes nos setores da saude, alimentagao e
seguranca por causarem intoxicagdes em todo o mundo, algumas delas provocando
doencas graves e recorrentes. A facilidade relativa na obtencgao e preparagao

das toxinas torna-as potenciais agentes de bioterrorismo, sendo necessario um
conhecimento detalhado das suas propriedades, por forma a mitigar as suas
consequéncias em caso de uso deliberado.

Esta revisdo centra-se nas quatro toxinas biolégicas mais provaveis de serem
utilizaveis em agdes de uso intencional: neurotoxina botulinica, enterotoxina B
de Staphylococcus aureus, ricina e saxitoxina. Aqui sdo discutidos em detalhe o
diagndstico laboratorial, bem como a origem, patogénese, manifestaces clinicas
associadas e sua utilizagdo como arma bioldgica.

Palavras-chave: Toxinas bioldgicas, diagnéstico, bioterrorismo

/ Abstract

Biological toxins are relevant in the health, food and safety sectors because they
cause natural intoxications around the world, and some of them cause serious and
recurring illnesses. The relative ease in obtained and preparing toxins make them
potential agents of bioterrorism.

This review focuses essentially on four biological toxins: botulinum neurotoxin,
staphylococcal enterotoxin B, ricin and saxitoxin. It discusses in detail the
laboratory diagnosis as well as the origin, pathogenesis, associated clinical signs
and symptoms and use as biological weapon.
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/ Introdugao

0 numero de incidentes envolvendo agentes biologicos tem
aumentado nas ultimas décadas, indicando um crescente interesse
nesta tipologia de agentes, capazes de serem utilizados em acdes
de bioterrorismo'. Entre os diferentes microrganismos e toxinas
que podem ser utilizados para fins ilicitos, destacam-se as toxinas
de origem bioldgica.

As toxinas sdo compostos organicos que se comportam como
agentes quimicos, com origem bioldgica, detendo a capacidade de
provocar doenca no Homem. Esta propriedade pode ser explorada
para fins destrutivos, nomeadamente como armas bioldgicas. A
variedade de toxinas existentes na natureza é vasta; no entanto,
as mais provaveis de serem utilizadas em acdes de terrorismo ou
de guerra biologica, devido ao seu potencial toxico, disponibilidade
e facilidade de preparacéo, ou uso anterior sdo: 1) neurotoxina
botulinica (BoNT); 2) enterotoxina B de Staphylococcus aureus; 3)
ricina; e 4) saxitoxina.

0 tratamento dos processos de intoxicacdo requer o
conhecimento, por parte da comunidade médica, dos sinais e
sintomas associados a0 agente e respetiva via de exposicao, para
além do diagndstico laboratorial.

A detecdo laboratorial de toxinas é um desafio devido a sua
natureza proteica, pois em alguns casos ndo permite a aplicacdo
de técnicas com elevada sensibilidade, nomeadamente o PCR
quantitativo, na rapida identificacdo do agente causal.

Uma resposta eficaz num potencial ataque de bioterrorismo
necessita de ser célere e s6 possui valor clinico se o caso suspeito
for rapidamente confirmado pelo laboratério e a fonte de
intoxicacdo for prontamente eliminada, apds investigagcao
epidemioldgica.

A Unidade de Resposta a Emergéncias e Biopreparacdo (UREB) do
Instituto Nacional de Satude Doutor Ricardo Jorge (INSA) é o
laboratdrio de referéncia para resposta a eventos biologicos. A
UREB tem disponivel métodos de diagndstico rapido para
microrganismos passiveis de serem utilizados como agentes de
bioterrorismo. As metodologias instaladas recorrem ao uso de
técnicas diversas, nomeadamente: microbiologia, imunologia e
biologia molecular (Quadro ).

/ 1. Neurotoxina botulinica (BoNT)
Origem da toxina

A BoNT é uma potente neurotoxina produzida por Clostridium
botulinum, uma bactéria gram-positiva, responsavel pelo botulismo
humano. As neurotoxinas que sdo conhecidas distribuem-se por
sete serotipos bacterianos (designados por A, B, C, D, E, F e G), sendo
os serotipos A, B e E os responsaveis por provocar a maioria dos
casos de botulismo. O serotipo F pode originar doenca no Homem,
no entanto os casos reportados sao raros?.

Patogénese

A principal via de entrada, responsavel pela ocorréncia da maioria
das intoxicacdes por BoNT, € a via oral. Os principais casos estdao
associados a ingestdo de alimentos adulterados, contaminados
com a toxina pré-formada (botulismos de origem alimentar),
resultante de uma preservacédo inadequada dos alimentos. A
ingestdo de esporos de C. botulinum esta associada a doenca em
determinados grupos de risco, nomeadamente em lactantes
(botulismo infantil) devido & imaturidade do trato gastrointestinal
dos neonatos; ou em individuos com doenca gastrointestinal
(botulismo por colonizagdo em adultos), associado a processos de
disbiose recorrentes. O botulismo pode ainda ocorrer por via
cutanea, associado a contaminacao de feridas necrdticas, onde
ocorra um excessivo crescimento bacteriano. A via respiratoria ¢
uma via possivel para o desenvolvimento de botulismo, no entanto
requer a administracdo da toxina BoNT através de aerossais,
situagdo impossivel de ocorrer de forma natural, estando sempre
associada a acoes deliberadas (ataques de terrorismo).

Em qualquer caso, a doenca desenvolve-se entre 12h e 36h a
partir do momento em que a toxina entra no organismo,
independentemente da via de exposicdo®. A neurotoxina atua
blogueando irreversivelmente a libertacdo de acetilcolina,
impedindo a comunicacdo ao nivel neuronal e levando a um
quadro tipico de paralisia flacida.

Manifestacées clinicas

Todas as formas de botulismo levam a uma sindrome clinica de
neuropatia craniana simétrica, incluindo diplopia, ptose, disfagia,
xerostomia, disfonia ou disfasia, em conjunto com paralisia
descendente simétrica, ndo havendo na maioria dos casos febre.
Ocasionalmente, sintomas gastrointestinais podem preceder a
apresentacao neuroldgica, como dor abdominal, nauseas, vomitos
ou diarreia. A paralisia pode progredir e incluir os musculos
respiratdrios, originando insuficiéncia respiratdria®*.

Diagnodstico

0 diagndstico clinico do botulismo é baseado na historia clinica e
no exame ao estado geral do paciente. No botulismo natural, a
bactéria pode ser isolada de fezes, sangue ou amostras de
alimentos. Num cenario de bioterrorismo, quando os individuos
sdo expostos a uma toxina aerossolizada, os testes microbiologicos
tradicionais ndo sdo Uteis. A eletromiografia € uma técnica
complementar de diagndstico clinico, capaz de revelar um padrdo
tipico para o botulismo. As analises hematoldgicas de rotina e
imagens cerebrais sdo geralmente normais, mas podem servir para
descartar outros diagndsticos®.

No diagnéstico laboratorial, a técnica gold standard € o
bioensaio®, através de injecdes intraperitoniais em ratinhos, e
seguindo os seus efeitos ao longo do tempo. No entanto, varios
estudos estdo a ser realizados com o objetivo de o substituir por
um método in vitro. No botulismo natural e onde ocorre infecdo
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DOENCA AGENTE ETIOLOGICO

DETECAO DO AGENTE OU TOXINA/OU ACIDOS NUCLEICOS

Toxinas de Clostridium botulinum:
e Grupo I: A B, F

Botulismo e Grupoll: B, E F

Grupo IlI: C, D

Grupo IV: G

Amostras:
- Soro, fezes, fluido gastrico, alimentos, amostras ambientais,
tecidos, zaragatoas e pus.
Métodos:
- PCR tempo-real
- Sequenciacao
- ELISA
- Testes rapidos de fluxo lateral
- Bioensaio

- Enterotoxina B de Staphylococcus aureus (SEB)

Amostras:
- Fezes, fluido gastrico e alimentos.
Métodos:
- EFLA (Ensaio imunoldgico com revelacéo fluorescente)
- VIDAS 2
- ELISA

- Ricina (Ricinus communis)

Amostras:
- Soro, fezes, fluido gastrico, alimentos, amostras ambientais,
tecidos.
Métodos:
- ELISA

Intoxicacéo Paralisante

Saxitoxi
por moluscos (PSP) axitoxina

Amostras:

- Soro, fezes, fluido gastrico, alimentos, amostras ambientais.
Métodos:

- ELISA

do paciente, a bactéria pode ser isolada de fezes, sangue ou
amostras de alimentos®. No entanto, estes métodos sdo usados
sobretudo para confirmar diagnosticos em intoxicacoes
hospitalares, sendo bastante morosos. O inicio do tratamento
nunca deve ser atrasado pela confirmacéo do diagndstico
laboratorial’. O diagnostico diferencial nos adultos inclui sindrome
Guillain-Barré e acidente cerebrovascular.

Em cenarios de bioterrorismo, existe urgéncia em detetar a
natureza do agente etioldgico, a estirpe ou o subtipo de toxina. O
PCR ¢ o método mais rapido, especifico e sensivel, dentro da
relacdo custo-beneficio, para a identificacdo rapida de agentes de
bioterrorismo ao nivel laboratorial. Contudo, tem sérias limitacdes
na identificacdo de agentes com natureza proteica,
nomeadamente toxinas pré-formadas. Neste caso sdo preferiveis
outras metodologias, nomeadamente a identificacdo baseada em
anticorpos, capaz de dar respostas rapidas (até 15 minutos), mas
com limitacdes ao nivel da sensibilidade e da especificidade. Um
método alternativo, mais especifico e sensivel que os métodos
imunoldgicos, é a espectrometria de massa; no entanto os
equipamentos sdo muito onerosos e requerem pessoal técnico com
elevada diferenciacédo. Todavia, € um método promissor que

aborda as limitagées do bioensaio®. Os estudos metagenomicos
podem ser interessantes nos casos onde seja possivel proceder ao
isolamento de DNA do agente bioldgico, visto apresentarem maior
sensibilidade e resolucdo. Contudo os seus custos tornam-nos
inibitdrios como primeira linha de resposta, sendo reservados para
fases mais avancadas da resposta®.

Utilizacdo como arma biolégica

A BoNT foi inicialmente utilizada como agente de guerra bioldgica
pelos japoneses, durante a Segunda Guerra Mundial.
Posteriormente, foi produzida por outros paises, incluindo EUA,
antiga URSS e Iraque. A capacidade de producdo de BoNT a escala
industrial torna esta toxina num agente com elevado risco, para
uso futuro com fins maliciosos.

A toxicidade destas toxinas ¢ muito elevada e estima-se que a
DL,, (Dose Letal capaz de matar 50% da populagéo exposta) ¢ de
aproximadamente 1 ng/kg. No entanto, alguns estudos indicam
que a sua toxicidade € ligeiramente reduzida (DL_; de 3 ng/kg),
quando a sua exposicdo ¢ realizada pela via respiratoria™.




?2 RPDI
Maio > Agosto 2018 /Vol. 14 > N.° 2

/ 2. Enterotoxina B de Staphylococcus aureus (SEB)
Origem da toxina

A enterotoxina B (SEB) é produzida pela bactéria Staphylococcus
aureus", uma bactéria gram-positiva anaerdbia facultativa, ndo
esporulada. O S. aureus existe na pele e nas mucosas dos seres
humanos e animais, podendo ser encontrado na flora do trato
respiratorio de 25%-50% da populacdo, em estado fisioldgico™.
Este microrganismo produz uma série de fatores de viruléncia,
onde se destacam as enterotoxinas, caracterizando-se por exercer
a sua agao maioritaria sobre o sistema imunitario, atuando como
superantigénios.

0 S. aureus produz cinco serotipos distintos de toxinas, designadas
por A, B, C, D e E, que pertencem a uma familia de proteinas
termoestaveis com pesos moleculares compreendidos entre 23 e
29 kDa™. Desta gama de toxinas a mais importante, devido as suas
propriedades toxicas, ¢ a SEB que se caracteriza por ser a mais
potente das proteinas termoestaveis e a unica classificada como
agente de bioterrorismo ou de guerra bioldgica.

Patogénese

A intoxicacdo por SEB ocorre principalmente pela via oral, através
do consumo de alimentos ou dguas contaminadas, sendo
considerada uma ameaca bioldgica devido ao potencial uso como
agente de terrorismo alimentar. As portas de entrada alternativas
sdo: a via respiratdria, a via vaginal e a via da mucosa ocular
(causando conjuntivite). A exposicdo inalatoria a enterotoxina B é
extremamente rara e qualquer evento deve levantar
imediatamente suspeitas de intencdo maliciosa'. No entanto,
como arma bioldgica € considerada um agente incapacitante, mais
do que propriamente um agente letal’.

Manifestacoes clinicas

A maioria das enterotoxinas de S. aureus esta associada a
fendmenos de intoxicacdo alimentares, que se caracterizam por
quadros de vdmitos e diarreias nas formas mais benignas. Esta
sintomatologia ocorre geralmente entre 1h e 8h apds a exposicao,
resultando em quadros incapacitantes, maioritariamente sem
febre. A exposicdo a doses elevadas de enterotoxina B geralmente
tem um desfecho fatal, podendo culminar em situacdes de choque
toxico, associado a um quadro respiratdrio'.

Os sintomas da intoxicagdo por SEB dependem da via de
exposicdo. A toxina é mais perigosa quando inalada, causando
febre, dispneia e dor toracica. Os sintomas geralmente
desaparecem ap6s 24h a 48h'>"6'7_ A febre pode durar 2-5 dias e a
tosse até 4 semanas. A inalacdo de doses altas pode levar a
sindrome de dificuldade respiratdria aguda (ARDS), choque e
faléncia de varios 6rgdos'>'®"". No geral, os efeitos respiratdrios
ndo ocorrem antes de 48h apos a exposicao’. Néo existe
tratamento especifico para SEB, sendo o tratamento apenas
sintomatico e de suporte.

Diagnéstico

A SEB pode ser detetada, por métodos imunoldgicos, em amostras
de sangue, urina ou expetoracdo até 12h a 24h de exposicdo™.
Apds este periodo € indetetavel nos fluidos corporais™'. Nos
produtos alimentares sélidos ou liquidos, a SEB ¢ detetavel mesmo
em pequenas concentracdes. Ocasionalmente, a reagcdo em cadeia
da polimerase (PCR) ¢ util para detetar o DNA bacteriano residual
em amostras de agua e alimentos ou amostras clinicas.

As enterotoxinas sdo bastante resistentes ao calor e estaveis, tém
uma ampla gama de pH e sdo resistentes a pepsina, tripsina,
renina e papaina’.

/ 3. Ricina
Origem da toxina

A toxina ricina € uma glicoproteina isolada das sementes do
Ricinus communis, uma planta nativa de Africa, mas introduzida e
cultivada em regides tropicais e subtropicais. E cultivada em
muitas zonas temperadas como planta ornamental ou para fins
medicinais, encontrando-se amplamente disseminada em
diferentes regides do globo, incluindo Portugal, sendo de facil
acesso”.

Patogénese

A ricina é extraida em fase aquosa € o produto final da extracao
pode acondicionar-se na forma liquida ou solida. A via natural de
exposicdo ¢ a oral, geralmente através de alimentos, d4gua ou
formulas magistrais de catarticos naturais?. As restantes vias de
exposicéo (respiratoria, transcutinea) geralmente sdo intencionais,
nao ocorrendo transmissao de pessoa a pessoa”'. A toxina ricina é
muito toxica, especialmente quando inalada; no entanto, €
considerada menos toxica comparativamente com as
anteriormente descritas®.

0 mecanismo de acdo da toxina ricina caracteriza-se pelo
bloqueio da sintese proteica nas células do organismo, inativando
irreversivelmente a subunidade ribossomal 28S das células
eucariotas.

Manifestacoes clinicas

A apresentacdo clinica de uma intoxicacdo por ricina depende da
dosagem e da via de exposicado. Os sintomas da exposicao
inalatoria aparecem apds 4h a 8h e sdo inespecificos, incluindo
febre, tosse, dispneia, nauseas, diaforese e artralgia®.

Estudos em animais expostos a inalacdo de ricina apresentaram
mudancas fisiopatoldgicas como necrose e edema pulmonar,
levando a morte por ARDS e insuficiéncia respiratéria em
36h-72h*. Os sintomas respiratérios ndo ocorrem quando a
intoxicacdo acontece por outras vias de exposi¢cao, embora o
edema pulmonar possa desenvolver-se devido a sindrome de
extravasamento capilar sistémico.



A exposicdo a ricina através do contacto direto da pele ou
mucosas nao € tipica e pode levar a ocorréncia de eritema e
d0r20,21,22.

Ainjecdo intramuscular de ricina leva a necrose muscular local e
linfadenopatia regional com envolvimento minimo de 6rgaos
internos. Apos a ingestdo de ricina, as manifestacdes clinicas
incluem: nduseas e vomitos, diarreia, hipotensao, hematuria e
insuficiéncia renal. Qutros testes revelam necrose das células
epiteliais intestinais, hemorragia e necrose do figado, baco e rins.
Alguns doentes apresentam alucinagdes, convulsdes e falhas de
multiplos érgaos levando a morte. Os achados nas analises clinicas
ao sangue e a urina ndo sédo especificos: niveis elevados de
transaminases, lactato desidrogenase e bilirrubina; leucocitose,
acidose metabdlica, hipoglicemia ou hiperglicemia; aumento da
creatina quinase e proteinuria; e pode haver também alteracoes
no eletrocardiograma*.

Diagnostico

A suspeita clinica de exposicdo inalatdria a ricina é baseada no
aparecimento de uma sindrome respiratoria grave em grupos de
individuos saudaveis, com antecedentes epidemioldgicos comuns.
0 diagndstico ¢ feito por imunoensaios de amostras clinicas
retiradas da mucosa nasal, pele ou sangue, ou amostras
ambientais retiradas no local suspeito da dispersao.

0 diagndstico diferencial para ingestédo de ricina inclui
microrganismos entéricos, fungos toxicos (pe. Amanita phalloides),
causticos (acidos e bases), ferro metalico e arsénio®.

Os niveis de ricina podem ser avaliados na urina num periodo de
dois dias ap6s a exposicao*. Ocasionalmente, o DNA da planta de R.
communis pode ser detetado em produtos que contenham ricina®.

Utilizacdo como agente de bioterrorismo

A ricina foi investigada como agente de guerra bioldgica na
década de 1940 nos EUA e foi utilizada no assassinato do
jornalista bulgaro Georgi Markov em 1978. A ricina pode também
ter sido utilizada na guerra Irdo-Iraque na década de 1980.
Recentemente, foram enviados envelopes contendo po de ricina
por organizagdes terroristas a funcionarios do governo na
Gra-Bretanha e nos EUA%.

/ 4. Saxitoxina (STX)
Origem da toxina

A saxitoxina (STX) é uma neurotoxina conhecida pelo seu papel na
intoxicacdo paralitica aguda, impedindo a geracdo de potenciais
de acdo em células neuronais™. A exposicdo natural a doenca ¢
feita através da ingestdo de moluscos bivalves contaminados com
algas, sendo por isso estas toxinas encontradas em ambientes
marinhos e de agua doce. A saxitoxina é também conhecida por
intoxicagdo paralisante por moluscos (paralytical shellfish
poisoning-PSP).

Patogénese

A saxitoxina inibe os canais de sddio nos neuronios, bloqueando a
passagem dos impulsos nervosos. Sinais e sintomas de
envenenamento incluem parestesias, uma “sensacdo flutuante”,
fraqueza muscular e disfuncéo do nervo craniano. A morte pode
ocorrer por asfixia, através da paralisia do musculo do
diafragma'>?,

Até hoje, ndo foram registradas intoxicacoes agudas no Homem
através de agua doce, mas ja houve registo de mortes em
animais?’. No entanto, cerca de 2000 casos de PSP séo relatados
anualmente em todo o mundo com uma taxa de mortalidade de
150%0%.

Manifestacées clinicas

Apo6s a exposicdo a STX, os potenciais de acdo nas fibras nervosas
e musculares sdo interrompidos.

Os sintomas podem ser tanto gastrointestinais como neurolégicos,
incluindo parestesia, nauseas, vomitos, diarreia, fraqueza, ataxia,
falta de ar, disartria, disfagia, hipotensao; dependendo da
quantidade de toxina consumida, pode resultar em paralisia total
e morte por paragem respiratéria®®*. O resultado da exposicédo as
PSP ¢ variavel entre os individuos, sendo as criancas mais
suscetiveis, com uma maior taxa de mortalidade associada®.

As primeiras 24h sdo cruciais para a taxa de sobrevivéncia e para
uma recuperacdo completa sem sequelas®. O tratamento é
sintomatico baseando-se na respiracdo assistida e na correcédo de
fluido e eletrolitos®. A utilizacdo de carvdo ativado também ja foi
utilizado como tratamento de intoxicagdes por PSP,

Diagnostico

Atualmente, estdo definidos quatro métodos como metodologias-
padrdo de analise de toxinas PSP. O primeiro método aprovado
para a detecdo de toxinas PSP foi o bioensaio que deteta a
toxicidade de amostras apds injecdo intraperitoneal (i.p.) em
ratinhos®. Preocupacdes éticas e questdes técnicas promoveram o
desenvolvimento de métodos mais sensiveis e seletivos. Dois
métodos sdo baseados em cromatografia liquida de alta
performance com detecdo por fluorescéncia (HPLC-FLD) das PSP e
derivados. Ambos os métodos de cromatografia sdo bastante
complexos e demorados, e a quantificagdo de toxinas PSP
baseia-se nos calculos em equivalentes de toxicidade.

Varios métodos de imunoensaio, biossensores e pesquisa molecular
de genes da STX também foram utilizados para analise de toxinas
PSP3s. Estas ferramentas sdo adequadas para monitorizacao e
analises in situ, mas sao insuficientes para identificacéo e
verificacdo inequivoca de STX devido as reacdes cruzadas com
outras toxinas PSP. Recentemente, foram desenvolvidos esforcos
no desenvolvimento de métodos de espectrometria de massa em
cromatografia liquida de interacéo hidrofilica (HILIC LC-MS |/ MS)
para toxinas PSP%.
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Utilizacao como agente de bioterrorismo

Apesar de a STX ser mais estavel do que a BoNT quando
disseminada no ar, € dificil de produzir em grandes quantidades.
No entanto, a sua elevada toxicidade contribuiu para que continue
a fazer parte da lista de toxinas potencialmente utilizadas em
bioterrorismo.

/ Conclusoes

Os principais quadros de intoxicagdo por toxinas bioldgicas,
nomeadamente: BoNT, SEB, ricina e saxitoxina estdo associados a
casos de exposicdo com origem natural ou acidental, mais

Esta revisdo destaca caracteristicas importantes das toxinas
bioldgicas (BoNT, SEB, ricina e saxitoxina) num contexto de
bioterrorismo, diferenciadas de agentes patogénicos vivos e de
agentes de guerra quimica. Essas diferencas exigem diferentes
meios de preparacdo, diagndstico, tratamento, contencéo e
prevencdo. A detecdo de um grupo de individuos inicialmente
saudaveis com sintomas respiratdrios graves na auséncia de um
agente causal conhecido e no contexto epidemioldgico apropriado
deve suscitar suspeitas clinicas de exposicdo a uma toxina.

0 diagnostico precoce pode minimizar o impacto em saude
publica, garantindo a aplicagdo atempada do tratamento. Os
clinicos precisam de estar familiarizados com as caracteristicas

especificamente a ingestdo de alimentos contaminados ou a
contaminacGes ocupacionais (ex.: técnicos de laboratério). O
presente trabalho teve como objetivos apresentar os principais

especifica.

cenarios de exposicao as diferentes toxinas, explorando em cada
uma delas a hipotese do seu uso intencional como agente de

bioterrorismo ou de biocrime®.

das toxinas e respetivas manifestacdes clinicas, a fim de
administrar os tratamentos mais indicados para cada situagao
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