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INTRODUCAO

A concessao de registro comercial de produtos
fitossanitarios contendo agentes microbianos de con-
trole de pragas (AMCs), os biopesticidas, pelos or-
gdos federais registrantes esta sujeita a prévia apre-
sentacio de dados que indiquem conclusivamente que
o produto, quando usado de acordo com as prescri-
¢Oes, ndo causara efeitos significativamente adver-
sos a seres humanos ou ao ambiente. Esta avaliagio
dos riscos potenciais de um AMC € parte importante
tanto no processo de desenvolvimento do produto
como na sua regulamentagdo (registro comercial).
Esse processo € necessario para assegurar que o
agente microbiano a ser utilizado ofereca riscos mi-
nimos ao ambiente € aos organismos nio-visados .

No Brasil, os documentos basicos relativos ao
registro de produtos fitossanitirios contendo AMCs
sdo regulamenta¢Ses do Ministério da Agricultura -
MA, Lei n.7.802, de 11/7/89 e Decreto n. 98.816, de
11/1/90 (Brasil, 1995) e do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis —
IBAMA (Portaria 131 de 3/11/97) (Brasil, 1997), esta
ultima especifica para o registro de biopesticidas para
uso em florestas e ecossistemas hidricos. No 4mbito
da regido do Cone Sul também existe uma regula-
mentagdo harmonizada entre Argentina, Brasil, Chi-
le, Paraguai e Uruguai, a ser implementada na regio
a partir de janeiro de 1998 (COSAVE,1997), bastan-
te semelhante aquela aprovada pelo IBAMA, uma
vez que a proposta aprovada no Cone Sul foi a apre-
sentada pelo Brasil.

Como forma de defesa do ambiente € dos consu- .

midores, compete aos 6rgdos piblicos estabelecer os
critérios para a avaliagdo de risco, dentro de normas
especificas, compativeis com os padrdes internacio-
nais que regulamentam o mesmo assunto. Estas nor-
mas devem levar em consideragdo as caracteristi-
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cas especificas
dos produtos bio-
l6gicos quanto a
composi¢io, for-
ma de acdo e
comportamento
no ambiente. Os
testes de seguran-
¢a geralmente exigidos incluem uma avaliagdo
toxicol6gica em mamiferos e uma ecotoxicolégica so-
bre organismos benéficos ndo-visados do ambiente, além
de uma identificagdo completa do microrganismo e seu
processamento e componentes da formulagzo.

" Esse documento abordara apenas o processo de
avaliag¢d@o ecotoxicoldgica de biopesticidas sobre or-
ganismos benéficos ndo-visados.

AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA SOBRE
ORGANISMOS BENEFICOS NAO-VISADOS

O objetivo dessa avaliagdo € identificar os efei-
tos adversos potenciais ou riscos do AMC sobre
organismos indicadores que representem 0Os prin-
cipais grupos de organismos nio-visados do ambi-
ente aquético e terrestre, com potencial de esta-
rem expostos ao AMC.

Informagdes sobre o efeito dos AMCs em orga-
nismos nio visados, devem ser obtidas independen-
temente do local de aplicacdo do pesticida biol6gico
e do potencial aparente de exposi¢do. Estes dados
sd0 necessarios pois quando um microrganismo ¢
aplicado como um pesticida, grandes quantidades
deste ndo atingem o organismo alvo, espalhando-se
para dreas adjacentes, devido a deriva ou pela disse-
minagao natural. Desta forma, o nimero de organis-
mos ndo visados expostos, o nimero de diferentes
espécies expostas € o grau de exposicao destes (nu-
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mero de microrganismos por organismo ndo visado)
pode ser grande.

Patogenicidade ¢ toxicidade sdo os maiores
efeitos a serem avaliados com relagdo a exposi-
¢do de organismos ndo visados a pesticidas
microbianos. Estes testes ecotoxicologicos, no
Brasil, estdo esquematizados em protocolos de
metodologias baseados em documentos similares
elaborados pela Agéncia de Prote¢cdo Ambiental
(EPA) dos Estados Unidos da América, pela Or-
ganizagdo dos paises em Desenvolvimento
(OECD,1996), e pela Organizacdo das Nagdes
Unidas para Agricultura e Alimentagio
(FAO,1996). De forma particular destacou-se o
documento da EPA denominado “Subdivision M”
(PESTICIDE, 1989) como base na elaboracdo « s
Protocolos. O modelo utilizado considera o risco
como uma fung¢do de dano ¢ exposicdo. O dano
refere-se as caracteristicas intrinsecas do produ-
to analisado quanto ao potencial de afetar orga-
nismos ndo-visados, enquanto que a exposi¢io se
refere & disponibilidade do produto no ambiente,
ap6s a aplicagdio, em uma orma capaz de afetar
organismos nio-visados.

Os testes ecotoxicogicos 7o divididos em quatro
fases hierdrquicas. Os teste. da Fase I refletem a
mdxima chance de dano. Resultados negativos indi-
cam um alto grau de confianga de que efeitos adver-
sos ndo desejaveis ndo deverdo ocorrer com 0 Uso
do AMC. Se efeitos adversos inaceitdveis forem
identificados na Fase I, entdo os testes da Fase II
serdo realizados para quantificar niveis do AMC aos
quais as espécies ndo visadas suscetiveis possam ser
expostas. Nesta fase se trabalha com 0 AMC isola-
damente, tentando verificar a sobrevivéncia, persis-
téncia e multiplicagdo no ambiente terrestre. Testes
da Fase II podem também ser exigidos de acordo com
a avaliagdo caso- a- caso para certos AMCs que re-
presentam preocupacdes especiais. Por outro lado,
dados conclusivos da Fase II mostrando que o AMC
ndo sobrevive, replica ou persiste no ambiente em que
¢ utilizado, podem ser submetidos para se solicitar isen-
¢do de alguns ou todos os testes requisitados da Fase L.

Se for determinado pelos testes da Fase II, que o
AMC persiste ou sobrevive no ambiente a niveis sig-
nificativos, gstudos da Fase III devem ser conduzi-
dos para mdstrar efeitos de exposi¢do cronica em
organismos terrestres ou aquaticos. Se os dados ob-

tidos naquela Fase ainda indicarem a ocorréncia de
problemas, entdo estudos da Fase IV (testes simula-
dos ou reais de campo) seriam solicitados para veri-
ficar a existéncia de problemas sob condigdes reais
de uso (Quadro 1).

Com os resultados obtidos nos testes das diferen-
tes Fases descritas a seguir, € possivel detectar se
ocorrerd ou ndo algum risco sobre organismos bené-
ficos ndo-visados e qual organismo poderd ser afeta-
do pelo uso do biopesticida a ser registrado.

A ESCOLHA DE ORGANISMOS
INDICADORES

Os organismos utilizados como indicadores de
efeitos adversos para AMCs s30 geralmente 0s mes-
mos utilizados para os testes ecotoxicolégicos com
pesticidas quimicos.

Organismos-indicadores, quando possivel, devem
ser espécies representativas da regido geogrifica ou
ecossistema onde o AMC serd aplicado, principal-
mente espécies que mais provavelmente irdo estar
expostas ou se alimentar dos organismos visados
quando esses estiverem infectados ou mortos.

Para fins praticos, entretanto, muitas vezes a es-
colha de indicadores biolégicos é baseada na facili-
dade de criagdo, reprodugdo artificial, manutengio e
manipulagio em condigdes de laboratério.

Os organismos-indicadores representantes do
ambiente terrestre utilizados para avaliagdo do
AMC incluem artrépodes benéficos, plantas e
aves, ¢ do ambiente aqudtico incluem peixes,
invertebrados e algas.

A necessidade de realizar testes com os diferen-
tes organismos pode variar com o tipo de AMC a ser
registrado, sua forma de uso e modo de agdo. Aos
6rgdos de registro cabe definir os testes necessarios,
caso-a-caso.

AMBIENTE TERRESTRE

Aves

A codorna japonesa (Coturnix coturnex
Japonica) tem sido utilizada como espécie indicadora
em protocolos internacionais ¢ tem demonstrado sen-
sibilidade a efeitos produzidos por produtos quimicos,
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Quadro 1 - Testes toxicopatoldgicos com organismos benéficos ndo-visados e comportamento ambiental do

agente microbiano de controle de pragas.

Oral para aves

Inalagdo para aves

Dieta para peixes de agua doce

Dieta para invertebrados de dgua doce
Animais de estudrios e marinhos
Plantas ndo visadas

Abelhas

Testes da Fase I. Patogenicidade/Toxicidade

Artrépodes nédo visados (predadores/parasitdides)

Comportamento do AMC no ambiente terrestre

Testes da Fase 1I
(somente exigida se forem detectados efeitos adversos significativos na Fase I)

Comportamento do AMC em 4gua doce ou de estudrio/mar

Patogenicidade cronica e reproducio em aves
Especificidade a invertebrados aquéticos

Plantas ndo-visadas
Insetos benéficos

Testes da Fase II1
(somente exigida se for detectada a sobrevivéncia ou a multiplicacio do AMC na Fase 1)

Estudos do ciclo biolégico de peixes e perturbacdo do ecossistema aquatico

Testes de campo simulado ou real para:
aves

organismos aquaticos

insetos benéficos

Testes da Fase IV
(somente exigida se forem detectados efeitos adversos significativos na Fase III
ou ap0ds registro, como um monitoramento)

além de ser uma boa espécie para laboratério, com a
qual ja se tem reunido um grande nimero de da-
dos basicos (LYNCH, 1995). Também a galinha
doméstica (Gallus gallus domesticus) tem sido
utilizada, apresentando as mesmas propriedades
descritas para a codorna.

Artrépodes

No geral, devem ser testadas trés espécies de
artropodes benéficos, representando pelo menos
dois dos seguintes grupos: dipteros parasitas,
hemipteros predadores, coledpteros predadores,
acaros predadores, neurépteros predadores e
himendpteros parasitas. Também devem ser con-
duzidos testes com abelhas (Apis mellifera) e, se
possivel, com as nativas do Brasil, sem ferrdo. A
escolha das espécies testadas devera ser
justificada pelo solicitante.

Plantas

No caso das plantas nao-visadas, a realizacdo dos
testes dependera principalmente da relagdo que o AMC
tenha com fitopatégenos. Aqueles que sdo semelhan-
tes ou tenham relagao com patégenos de plantas, com
uma gama de hospedeiros restritos, deverfo ser testa-
dos apenas com plantas desse mesmo grupo de hospe-
deiras. No caso do AMC ter uma ampla gama de hos-
pedeiros pode haver necessidade de testes mais exten-
sivos com um niimero maior de plantas. Outros fatores
que contribuem na escolha das plantas testadas sdo:
forma de acfo do agente microbiano, disseminagio e
persisténcia no ambiente. No caso de AMCs para uso
como herbicida, os testes exigidos envolvem um gran-
de numero de espécies de plantas de importéncia eco-
ndmica, ecoldgica e social (NARDO et al., 1997).
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AMBIENTE AQUATICO

Para AMCs de uso terrestre, onde a exposigao
aquatica direta néio € antecipada, uma espécie de peixe
de 4gua doce e uma espécie de invertebrado de dgua
doce devem ser testados para avaliar a toxicidade e
a patogenicidade. Para aqueles produtos aplicados
diretamente em dgua doce, marinha ou de estua-
rio, uma espécie adicional de peixe e outra de
invertebrado devem ser testados na Fase I
(JONSSON et al., 1997).

No Brasil, os 6rgaos de regulamentagio tém re-
comendado, para avaliago toxicol6gica de produtos
quimicos, as espécies de peixes autctones perten-
centes a familia Characidae. Opcionalmente, podem
ser utilizadas Pimephales promelas ou Brachydanio
perio (familia Cyprimidae) e Poecilia reticulata (fa-
milia Poecilidae).

No caso de invertebrados aquiticos, deve-se se-
lecionar para teste, um organismo que seja
filogeneticamente mais relacionado a praga-alvo. Por-
tanto, quando se avaliar um AMC cuja praga-alvo
seja um inseto, serd mais apr priado a escolha de um
inseto aqudtico como invert  ado aquético a ser tes-
tado.

O uso de Daphnia, um “ladocera, tem como
vantagem o grande volume de ;:nformag@o ja disponi-
vel, facilitando a andlise dos resultados.

CONDICOES GERAIS PARA A REALIZA-
CAO DOS TESTES

Principais Aspectos

I - Dose de Risco Maximo: diferentemente dos
pesticidas quimicos, cuja concentragdo geralmente
decresce ap6s a aplicagdio, 0s AMCs e toxinas asso-
ciadas podem, pelo menos temporariamente, ter au-
mentada sua concentragio no campo. Desta forma,
a dose de risco maximo a ser utilizada na Fase I serd
baseada em um fator de seguranga multiplicado pela
quantidade méxima de ingrediente ativo (AMC ou
sua toxina) que se espera estar disponivel a organis-
mos ndo-visados do ambiente. No geral utiliza-se de
10 a 100 vezes a dose recomendada na embalagem.

IT - Determinagéo de um DL ou DI, : o ponto
final do estudo deve ser escolhido de forma a refletir

a atividade do AMC em teste. Assim, se for espera-
do que um AMC produza uma toxina, e apresente
pouca ou nenhuma infectividade, o ponto final apro-
priado deve ser a morte do organismo teste. Se con-
tudo, o principal mecanismo for patogenicidade, um
ponto final mais apropriado deve ser 0 aparecimento
de sintomas associados aos AMC.

Seria muito dificil estabelecer-se valores especi-
ficos para CL,,, ED, ou DL, e intervalos de confi-
anga de 95% para a maior parte dos AMCs cujo
mecanismo de ag¢do é a patogenicidade, tendo em
vista que os resultados dos testes provavelmente nido
exibirdo um padréo de resposta do tipo log-probit ca-
racteristico dos pesticidas quimicos. Os dados dos
testes devem mostrar que a DL, oral definida como
a dose necessaria para matar 50% dos organismos
testes, ou a DI, definida como a dose necessdria
para causar sintomatologia evidente em 50% dos or-
ganismos teste, € maior que a dose de maximo risco.
Se a DL, ou a DI € menor que a dose de méaximo
risco, a DL s0ua DI s definitiva e com limites de
confianga precisa ser estabelecida; em muitos casos
testes conduzidos com a dose de risco maximo sio
suficientes para avaliar os efeitos destes AMCs.

Os AMCs que produzem toxinas sdo os que
mais provavelmente produzem um padréo de res-
posta log-probit. Assim, nestes casos vdarias do-
ses serfio necessdrias para quantificar o risco des-
tes organismos. Se nenhum efeito for demonstra-
do a dose de maximo risco, testes em doses mais
baixas ndo serdo necessirios.

III- Vias de administracdo de maximo risco: as
vias de administra¢do sao selecionadas e devem re-
fletir as vias naturais de exposi¢cdo e também as vias
de penetracdo dos AMCs nos organismos. Estas vias:
oral (gavage) ou respiratéria para passaros, exposi-
¢des em alimentos e contato para artrépodes e pei-
xes, podem simular o risco para organismos ndo vi-
sados no ambiente terrestre e aquético.

Para aves a administragio via parenteral, como
inje¢bes intravenosa e intraperitonial e para insetos
a inje¢do na hemocele, forneceriam um alto grau de
confiabilidade ao indicar que um AMC particular ndo
causaria efeitos adversos quando os resultados dos
testes forem negativos. Esta via, embora
ambientalmente nio realista, propicia uma possibili-
dade de mdximo risco ao ultrapassar os mecanismos
de defesa primdria dos animais. Se esta via for utili-
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zada, uma tnica administragfo € aceitavel em lugar
de maltiplas administra¢des orais. Por outro lado,
considerando a complexidade e os componentes
indefinidos das preparagdes de pesticidas
microbianos (protefnas exdgenas, subproduto me-
tabodlico e outros), e a natureza ndo realista da via
de administracgdo, os resultados positivos nem sem-
pre indicam os efeitos reais sobre a espécie testa-
da em condi¢bes de campo.

A combinagio de vias de administra¢do em um
unico teste pode ser possivel. Isto seria recomenda-
vel e compativel com a filosofia de risco maximo,
reduziria o periodo de teste e o custo. Entretanto,
exposi¢des combinadas podem traumatizar muito os
animais testados, causando sua mortalidade, ou de
alguma forma causando resultados nio necessaria-
mente relacionados com efeito do AMC.

IV.Idade dos animais teste: diferencas imunolégicas
e fisioldgicas existem entre animais imaturos e maduros,
sugerindo que animais imaturos sao potencialmente mais
susceptiveis a infec¢io, e possivelmente aos efeitos de
qualquer toxina produzida pelo AMC. Desta forma, em
cada teste da Fase I ¢ indicada a idade dos animais a
serem testados, sendo semprg recomendado o uso de
animais imaturos.

V. Métodos para detecciio dos AMCs: diferentemente
dos testes de toxicidade, em que a mortalidade pode ser
usualmente determinada por observacio, os testes de
infectividade freqgiientemente requerem métodos sofis-
ticados de avaliag@o para se detectar efeitos patogénicos
subletais. Estes métodos podem incluir tecnologia
soroldgica e de 4cido nucléico, porém normalmente o
que se usa € a necropsia e no caso de aparecimento de
sintomas, isolamento, plaqueamento e identifica¢do do
AMC sio solicitados.

VI. Durac@o dos testes: a duracio de cada teste da
Fase I € de cerca de 30 dias. Este periodo € geralmente
suficiente para permitir a incubagao, infec¢do e mani-
festacdo de efeitos do AMC nos organismos-indicado-
res. No caso de espécies de dificil cria¢do, a duragdo
dos testes deverd ser ajustada adequadamente.

O PROCESSO DA ANALISE DE RISCO

Com os resultados da avaliacdo ecotoxicoldgica
e da toxicologica realizada com mamiferos, mais
aqueles obtidos na andlise geral do produto, € possi-

vel aos 6rgdos de regulamentacio realizarem o pro-
cesso da andlise de risco do biopesticida.

A andlise de risco € o processo final quando se
faz um balanco entre os riscos e beneficios espera-
dos pelo uso do produto. O objetivo de se considerar
riscos na legislacdo € poder balancear o grau de ris-
co a ser permitido, contra o custo de se reduzir o
risco. Devem ser considerados os riscos de outros
produtos alternativos e de outros métodos de contro-
le disponiveis e até mesmo o risco de ndo se utilizar
nenhum tipo de controle para a praga em questo.
Os beneficios e riscos devem também ser analisados
em termos de valores econ0micos/sociais e ecoldgi-
cos (SOLOMON, 1996). O fato de alguns riscos eco-
16gicos serem aceitos se deve ao custo elevado para
eliminar todos os riscos associados.

Medidas mitigadoras sdo propostas no sentido
de gerenciar e reduzir os riscos, envolvendo pro-
cedimentos técnicos ou legislativos para restringir
0 uso do AMC, de maneira que a exposi¢do a ele
seja reduzida. No caso de procedimentos técnicos
existem vdrias opcdes para reduzir os riscos que
podem incluir: modificacdo da forma de producgdo
do AMC (meio de cultivo ou da formulacdo); épo-
ca de aplicagao; tecnologia de aplicacio; uso de
protetores individuais e outros. Os procedimentos
legislativos podem incluir: restricdo de uso e de
aplicacdo do produto, até a proibicdo total de seu
uso e producio, também considerado um procedi-
mento de mitigacdo.

Infelizmente, os danos associados aos AMCs,
fregiientemente nio sdo adequadamente identifica-
dos ou avaliados e o resultado da andlise risco/bene-
ficio ndo € precisa (MADDOX, 1992).

No Brasil, estudos andlise de risco e de seguranca
de biopesticidas é um assunto novo, havendo necessi-
dade de um conhecimento mais profundo e treinamen-
to por parte de todos os setores envolvidos no registro
de biopesticidas para que o processo final de avaliacao
seja 0 mais adequado possivel e que os produtos te-
nham seu uso seguro para o homem e ambiente.
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