J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 3, n. 1, 2008, 1-7 J BS E

SETAC - Brazil

Avaliacdo da Periculosidade Ambiental de Bioinseticidas como
uma Nova Perspectiva para a Ecotoxicologia no Brasil

E. C. OLIvEIRA-FILHO
Embrapa Cerrados, Rodovia BR 020, km 18, CEP 73310-970, Planaltina, DF, Brasil

(Received July 7, 2007; Accepted April 15, 2008)

RESUMO

Os produtos bioldgicos ou biopesticidas tém se apresentado, tanto na agropecuaria quanto no controle de mosquitos, como
interessante alternativa ao uso dos tradicionais produtos quimicos. O fato de terem efeito inseticida, independentemente
da sua origem, enquadra os produtos bioldgicos na legislacdo federal de agrotoxicos. As principais preocupacdes existentes
estdo relacionadas aos possiveis impactos sobre 0 meio ambiente e sobre a satde da populagdo exposta. Recentemente, com
a publicacdo da Instrucdo Normativa Conjunta n 3, de 10 de marco de 2006, os 6rgaos reguladores definiram requisitos especi-
ficos para o registro de bioinseticidas no Brasil, entre 0s quais a realizacdo de ensaios de ecotoxicidade. Nesse contexto,
a presente revisdo informa quais sdo os microrganismos registrados para uso no Brasil, discorre sobre o0s ensaios solicitados
para registro de produtos e apresenta resultados disponiveis na literatura sobre a ecotoxicidade de agentes utilizados para
essa finalidade. Os estudos levantados mostram diferentes situa¢fes nas quais muitas vezes o agente ndo apresenta especifi-
cidade na sua agdo tdxica, e organismos nao-alvo também podem ser atingidos. Além disso, a obtengdo desses dados podera
nortear as pesquisas com microrganismos, predizendo a viabilidade ambiental de seu langamento em grande escala nos experi-
mentos de campo. Todas essas informacBes enfatizam a importancia da ecotoxicologia na avaliagéo da periculosidade ambien-
tal dos bioinseticidas e configuram tal campo de atuagdo como promissor para essa ciéncia.
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ABSTRACT

Environmental hazard assessment of bioinsecticides as a new perspective for ecotoxicology in Brazil

Biological products or biopesticides have been presented as an interesting alternative to the traditional chemical products
used to control pests in livestock, agriculture and public health. Due to its insecticide action, independent of their origin,
these products are regulated by the federal legislation of pesticides. The main concerns are related to the potential impacts
on the environment and on the health of the exposed population. Recently, with the publication of the Normative Instruction
ne 3, in March 10 of 2006, regulatory agencies have defined specific requirements for biopesticides registration in Brazil, and
among these requirements are several ecotoxicity assays. In this way, this review inform what are the microorganisms with
registration for use in Brazil, describes the assays requested for registration and comments available results in literature about
the ecotoxicity of these agents. The studies presented showed different situations where many times the agent’s specificity
is not so significant and in some cases non-target species can be affected. Besides, the acquisition of these data could
orientate the researches with microorganisms predicting the environmental feasibility of its releases in field experiments. All
these information emphasize the importance of ecotoxicology in the environmental hazard assessment of bioinsecticides and
configure this field of action as more one for this science in Brazil.
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INTRODUCAO

Os insetos sao responsaveis por perdas agricolas e trans-
missdo de varias doencas. A principal forma de controle tem
sido a utilizacdo de produtos quimicos. Os problemas derivados
do continuo e descontrolado uso de tais produtos tém sido
intensamente relatados, ocasionando desde a contaminagéo
do meio ambiente até a intoxicagdo de seres humanos. Desse
modo, o uso de inseticidas bioldgicos torna-se uma alternativa
altamente viavel e interessante, visto que os microrganismos
selecionados séo encontrados no ambiente natural.

No Brasil, os produtos bioldgicos utilizados para o controle
de pragas agricolas sdo regulados pela Lei n® 7.802, de 11 de
julho de 1989 (Brasil, 1989), a Lei de Agrotoxicos e Afins. Para
tanto, essa Lei define agrotoxicos e afins como “os produtos
e 0s agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producéo, no armazenamento
e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e in-
dustriais, cuja finalidade seja alterar a composicéao da flora ou
da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos”. Nesse contexto, enquadram-se tanto
0s agentes de controle bioldgico (entomopatégenos, para-
sitdides, predadores e nematdides) como os agentes de controle
comportamental (feromonios) utilizados na agricultura com a
finalidade de controlar outras espécies consideradas nocivas.
Por serem enquadrados na Lei n® 7.802/89, os produtos bio-
logicos devem seguir o Decreto n° 4.074, de 8 de janeiro de 2002
(Brasil, 2002), que regulamenta a Lei, além dos instrumentos
juridicos normativos especificos existentes para cada um desses
agentes. Pela definicdo da legislacdo, deve-se destacar que ndo
€ a origem dos produtos que os classificam nesse contexto, mas
sim a finalidade para a qual eles se destinam, ou seja, controlar
seres vivos considerados nocivos. O Decreto n® 4.074/02
estabelece o registro como uma condic¢do para produgéo,
manipulacdo, importacéo, exportacdo, comercializacdo e utili-
zacdo dos agrotoxicos, seus componentes e afins em todo o
territorio nacional, ou seja, o registro é a maneira legal de um
produto agrotoxico ser comercializado no Brasil, seja por inter-
médio de formulag&o/fabricacdo dos seus componentes e/ou
de importagdo dos mesmos. O objetivo do registro, entre outras
coisas, é garantir a seguranca da populagéo e do meio ambiente,
além de garantir padrdes de qualidade e eficiéncia para o0s
produtos a serem comercializados (Oliveira-Filho & Castro,
2006).

No Brasil, o Ministério da Agricultura Pecuaria e do
Abastecimento (MAPA), a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) séo os 6rgaos
federais responsaveis pela avaliagdo e pelo registro de agroto-
xicos e afins. Segundo o Decreto n® 4.074/02, aqueles que
solicitam o registro devem submeter, a cada um dos 6rgdos
citados, informacoes e dados especificos para que os produtos
sejam propriamente avaliados. Excepcionalmente, os produtos
a serem utilizados no ambiente domiciliar (domissanitarios) e
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em campanhas de salde publica sdo regidos pela Lei n® 6.360,
de 23 de setembro de 1976 (Brasil, 1976), e por esse motivo sao
avaliados e tém seu registro concedido Unica e exclusivamente
pela Geréncia Geral de Saneantes da ANVISA, o que é um
problema do ponto de vista da seguranca ambiental (Maximiano
et al., 2004).

De modo geral, as principais duvidas dos drgaos regula-
dores estdo relacionadas a similaridade entre 0 modo de acéao
dos produtos bioldgicos e dos produtos quimicos conven-
cionais, ou seja, 0s possiveis impactos da utilizacdo desses
produtos sobre 0 meio ambiente e sobre a salide da populacdo
exposta. As exigéncias fazem sentido, ja que, mesmo sendo um
produto natural, o principal questionamento seria sobre quais
consequéncias poderiam ser geradas a partir da utilizagdo desses
produtos em concentra¢des acima daquelas encontradas natu-
ralmente. A partir desse ponto surge a relevancia de infor-
macdes, como: a toxicidade de potenciais toxinas, dados de
irritabilidade, alergenicidade e patogenicidade para espécies
ndo-alvo. Assim sendo, justificam-se a avaliacdo prévia e 0s
testes de seguranca requeridos, de forma a obter dados de
identificacdo do perigo oferecido pelo agente, no contexto de
um processo de avaliacdo de risco (Oliveira-Filho & Castro,
2006).

A demanda global pela utilizacdo de produtos eficazes
e menos poluentes (naturais) tem aumentado, e nesse ponto
o0 incremento da comercializagdo de produtos a base de micror-
ganismos entomopatogénicos (microbiol6gicos) deve-se prin-
cipalmente ao incremento das pesquisas nesse setor. Todavia,
até bem pouco tempo, todo o processo de avaliacdo e registro
de produtos era voltado exclusivamente para a avaliacdo de
substancias quimicas (agrotdxicos convencionais), e 0s pro-
dutos bioldgicos, totalmente distintos, vinham sendo enqua-
drados nesses protocolos (Oliveira-Filho, 2005).

No Brasil, a partir de 1997, a legislacdo comeca a se adequar
aos padrdes internacionais. Nesse ano, com o apoio da comu-
nidade cientifica o IBAMA publicou a Portaria Normativa n®
131, de 3 de novembro de 1997 (IBAMA, 1997), preconizando
a avaliacdo toxicoldgica e ecotoxicoldgica de produtos biolé-
gicos em trés fases, conforme memorando indicativo da Orga-
nizacdo Mundial da Satde (WHO, 1981). Nesse contexto, é
solicitada ainda, a avaliacdo da patogenicidade de produtos a
base de microrganismos, o que até entdo era um tipo de avaliagéo
ainda inexistente no cenario legislativo nacional.

Em 2002, a ANVISA, contando também com o apoio de
pesquisadores, representantes do IBAMA e do MAPA, publi-
cou, em 8 de julho de 2002, a RDC n° 194 (ANVISA, 2002), uma
resolucdo com modelo muito parecido com a Portaria ne 131/
97 do IBAMA, preconizando a avaliacdo toxicoldgica e da
patogenicidade de agentes microbioldgicos de controle. De
modo geral, ambas sdo semelhantes ao modelo da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), que sugere
a avaliacdo em trés fases contemplando uma mistura de testes
toxicoldgicos convencionais e de testes para avaliar a patoge-
nicidade do microrganismo candidato. Recentemente, com a
publicacdo da Instrucdo Normativa (IN) Conjunta n® 03, de 10
de marco de 2006 (Brasil, 2006), entre MAPA, ANVISA e
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IBAMA, foram definidos critérios e exigéncias especificas para
o registro de agentes microbioldgicos de controle (AMCs), no
Brasil.

Nesse contexto, em funcéo da importancia das normas
publicadas e do aumento na pesquisa com agentes microbio-
l6gicos de controle (AMCs), essa revisdo tem por objetivo
discorrer sobre os principais ensaios ecotoxicol6gicos solici-
tados para registro de um AMC, enfocando no pequeno nimero
de dados disponiveis na literatura e ressaltando a importancia
dessa nova area de atuacao e pesquisa para os profissionais
de ecotoxicologia no Brasil.

Regulacéo de bioinseticidas no Brasil e no Mundo

Os bioinseticidas sdo também chamados de entomo-
patégenos, pois, em geral, sdo microrganismos que causam
doencas nos insetos. Na maioria dos casos, o efeito se da devido
a presenca de toxinas especificas que tém sua acdo no interior
do inseto-alvo.

No Brasil, os bioinseticidas sdo legalmente denominados
de agentes microbioldgicos de controle (AMCs) e definidos
pela Instrugdo Normativa Conjunta ne 03, de 10 de marco de 2006
(Brasil, 2006), como “0s microorganismos vivos de ocorréncia
natural, bem como aqueles resultantes de técnicas que impli-
quem a introducédo natural de material hereditario”, utilizados
no controle de espécies consideradas nocivas.

Um dos bioinseticidas mais conhecidos em todo 0 mundo
¢ a bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis. O pri-
meiro produto comercial dessa bactéria, chamado Sporeine®,
estava disponivel em 1938 na Franca (Van Frankenhuyzen, 1993).
Nos Estados Unidos (EUA), o primeiro agente microbiolégico
para controle de pragas (Bacillus popilliae) foi registrado em
1948 pelo Departamento de Agricultura daquele pais. Somente
em 1957 foi produzida a primeira formulagao comercial de B.
thuringiensis. Atualmente, nos Estados Unidos estdo regis-
trados cerca de 84 ingredientes ativos biol6gicos, compondo
em torno de 262 produtos a base de microrganismos (USEPA,
2007).

No Brasil, o registro de AMCs é bem recente. Segundo
dados do Sistema de Informacédo sobre Agrotoxicos (SIA), os
primeiros inseticidas a base de B. thuringiensis registrados datam
de 1991. Contudo, outros microrganismos também tém registro como
bioinseticidas no Brasil: Bacillus sphaericus, para controle de larvas
de mosquitos transmissores de doencas; Nucleopolihedrovirus
anticarsia gemmatalis (Baculovirus anticarsia), para controle
da lagarta de mesmo nome; além dos fungos Beauveria bassiana
e Metarhizium anisopliae, para uso agricola, que ao lado do
Bacillus thuringiensis totalizam cerca de apenas dez produtos
registrados (ANVISA, 2006). Cabe ressaltar que muitas vezes
microrganismos da mesma espécie possuem diversas toxinas e,
por conta disso, diferentes alvos biol6gicos, em func¢éo, sobre-
tudo, de mudancas de subespécie, raca, cepa, variedade ou
isolado (Praca et al., 2004), o que gera a necessidade de avaliacdo
toxicoldgica para cada produto.

As normas para avaliacdo ecotoxicoldgica desses produ-
tos sdo similares entre os Varios paises que os utilizam. O Canada
segue os protocolos e os modelos da agéncia ambiental ameri-
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cana, e 0s paises da Unido Européia tém normas proprias, mas
que pouco diferem da anterior. O modelo de avaliacdo em trés
fases proposto pela OMS (WHO, 1981) € a linha orientadora,
com pequenas alteragdes na recomendacdo de um ou outro
teste em cada fase. Esse modelo propde, na fase I, a realizacdo
de testes de toxicidade basicos; na fase Il, testes comple-
mentares, no caso de haver evidéncias de efeitos na fase I; e,
na fase I, testes de mais alta complexidade, quando houver
evidéncias de danos nos testes na fase Il. Em geral, um micror-
ganismo candidato ndo chega a ser avaliado na fase Ill, pois
os altos custos dos testes inviabilizam seu uso.

Estudos ecotoxicolégicos

Para fins de registro no Brasil, o IBAMA, como repre-
sentante do Ministério do Meio Ambiente, executa a avaliagao
e classificacdo da periculosidade ambiental de todos os pro-
dutos regidos pela Lei ne 7.802/89, entre 0s quais o0s bioinse-
ticidas, por meio da observacdo de parametros fisico-quimicos,
de comportamento ambiental e de estudos toxicoldgicos e
ecotoxicolégicos. De acordo com a IN Conjunta ne 03/06, os
principais estudos ecotoxicoldgicos solicitados sdo: fase | —
ensaios de toxicidade aguda para invertebrados de agua doce,
peixes de agua doce, insetos ndo-alvo, abelhas e toxicidade oral
aguda para aves; fase Il — estudos de comportamento dos
agentes no ambiente terrestre, no ambiente de dgua doce e no
ambiente estuarino; fase |11 — ensaios de toxicidade com orga-
nismos silvestres terrestres e aquaticos, patogenicidade e
reproducdo em aves, especificidade para invertebrados, ciclo
biol6gico de peixes e plantas ndo-alvo. Essa IN ainda prevé a
fase 1V, que contempla os testes simulados em ambientes naturais.
Obviamente, o0s ensaios da fase inicial s8o 0s mais executados,
tanto no &mbito da academia quanto pelos interessados no
registro, principalmente por serem mais simples, do ponto de
vista operacional, além de gerarem resultados mais rapidos e
objetivos para a determinacdo da periculosidade do agente.
Esses ensaios de toxicidade aguda pouco diferem daqueles
tradicionalmente ja empregados para avaliacdo de substancias
quimicas, ja que, nesse caso, o0 objetivo principal é a deter-
minacdo dos efeitos de potenciais toxinas. Por sua vez, 0s
estudos envolvendo mamiferos também fazem parte das
exigéncias para avaliacdo toxicol6gica dos bioinseticidas, sendo
realizados em trés fases. Tais testes sdo igualmente solicitados
pela ANVISA como subsidio para a avaliacdo de perigo a salide
humana. Nesse caso, ja na primeira fase de avaliacdo, tém grande
importancia o estudo dos potenciais patogénico e infectivo dos
microrganismos além do estudo de possivel toxicidade devido
a presenca de toxinas.

Embora os AMCs candidatos sejam patégenos naturais
das espécies-alvo, a aplicacdo desses organismos de maneira
antropica gera, também, preocupacdo com a seguranga am-
biental, pois a utilizacdo desses patdgenos no ambiente tem
por objetivo causar danos somente a espécie-alvo. Segundo
Ignoffo (1973), questionamentos desse tipo tém motivado expe-
rimentos desde o desenvolvimento dos primeiros AMCs, com
principal enfoque na observagéo de efeitos sobre insetos ndo-alvo,
algumas aves e peixes. Nesse periodo, 0 maior temor ocorreu
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quando da proposta de uso de AMCs, em ambientes aquaticos,
para controle de larvas de insetos vetores de doencas. Desde
entdo, varios estudos para avaliar os efeitos de AMCs sobre
organismos nao-alvo tém sido realizados (Lacey & Mulla, 1990).

Ecotoxicidade de bioinseticidas bacterianos

Por ser um dos primeiros microrganismos utilizados como
bioinseticida, a bactéria Bacillus thuringiensis é uma das mais
estudadas. Embora o sistema de fases seja atualmente a principal
estratégia das avaliacBes de periculosidade ambiental dos
bioinseticidas, varias outras investigac@es foram realizadas com
0 B. thuringiensis (Bt).

Para avaliar os possiveis impactos do Bt sobre inverte-
brados aquaticos, varios ensaios com diferentes organismos
foram realizados, entre estes Daphnia magna, Cyclops sp. e
Rivulogammarus pulex, que ndo foram afetadas pelo bioin-
seticida, contudo, o crustaceo da ordem anostraca Chirocephalus
grubei apresentou mortalidade de 57% quando exposto a
concentracdo de 18 ppm, o equivalente a cem vezes a concen-
tracdo larvicida utilizada para controle de mosquitos (Lacey &
Mulla, 1990). Em estudos realizados com moluscos, planarias
e anfibios, também ndo foram observados efeitos adversos apds
a exposicdo a concentracdo de 180 ppm (Boisvert & Boisvert,
2000). Em outro estudo, realizado nos Estados Unidos, Merritt
et al. (1989) relataram auséncia de evidéncia de efeitos sobre
a comunidade de invertebrados aquéticos, apds a execucdo de
um programa de controle. Com relacéo aos efeitos sobre inverte-
brados do solo, Addison (1993) observou que nematéides e
besouros podem estar em risco apés a aplicacdo do Bt. Se-
gundo o autor todas as cepas de Bt testadas foram tdxicas para
ovos do nematoide Trichostrongylus colubriformis.

Em estudo com varias espécies de peixe, expostas por 30
dias a concentracdes entre 10° e 10%° unidades formadoras de
colénia (UFC)/mL, ndo houve evidéncias de mortalidade, pato-
genicidade ou infectividade (WHO, 1999). Num outro trabalho,
com B. thuringiensis kurstaki, foi observada a mortalidade de
20% das trutas expostas ao final do experimento de 32 dias,
sendo esta atribuida a excessiva competicdo por alimento na
agua, extremamente turva pela presenca das altas concentracdes
do microrganismo (WHO, 1999). Mittal et al. (1994) alimentaram
peixes da espécie Poecilia reticulata com larvas contaminadas
por varios inseticidas quimicos e biol6gicos. Nao foi observada
nenhuma mortalidade nos peixes que se alimentaram das larvas
contendo Bt. Por outro lado, Snarski (1990) observou morta-
lidade de larvas do peixe Pimephales promelas expostas a
concentracdes da ordem de 10® UFC/mL.

A toxicidade aguda e a patogenicidade de diferentes
formulagBes comerciais de Bt foram avaliadas para varias espécies
de aves, entre elas Colinus virginianus, uma espécie de codorna,
e Anas platyrhynchus, uma espécie de pato, por meio da admi-
nistracdo via oral, em doses na ordem de 10° a 10 UFC/Kg/dia.
N&o foram verificados efeitos adversos as espécies testadas
durante todo o periodo de observagdo dos ensaios (WHO, 1999).

Innes & Bendell (1989) avaliaram, por 90 dias, os efeitos
de uma formulacdo comercial de B. thuringiensis kurstaki sobre
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populacdes de pequenos mamiferos silvestres. Os resultados
observados sugeriram que a ingestao de insetos contaminados
nao gerou efeitos adversos nessas populacdes.

De fato, o0 maior problema dos inseticidas a base de B.
thuringiensis tem sido seu efeito contra insetos ndo-alvo
(USEPA, 1998). Segundo Polanczyk & Alves (2003) dez ordens
de insetos sdo suscetiveis, ou seja, podem sofrer algum dano
apés exposicao ao Bacillus thuringiensis. Dessas, a ordem
Lepidoptera é a mais atingida, com 572 espécies suscetiveis,
seguida por Diptera, com 266 espécies, Coleoptera, 106,
Hymenoptera, 62, Hemiptera, 48, Syphonaptera ,7, Orthoptera,
6, Isoptera, 5, Neuroptera, 4 e Thysanoptera, 3, totalizando 1079
espécies.

Segundo Lacey & Siegel (2000), em comparagdo com o
Bt, ha poucos dados disponiveis sobre os efeitos de Bacillus
sphaericus sobre invertebrados. Sendo essa espécie extrema-
mente eficiente para o controle de larvas de mosquitos, a
obtencdo de dados sobre efeitos adversos em organismos
aquaticos torna-se de grande relevancia. Em um estudo realizado
na Iindia, Mathavan & Velpandi (1984) testaram os efeitos de
duas cepas de B. sphaericus sobre os crustaceos de agua doce,
Daphnia similis e Streptocephalus dichotomus, além do
anelideo Tubifex tubifex. Para todas as espécies-teste os efeitos
adversos s6 se manifestaram em concentra¢@es 2.500 a 27.000
vezes maiores do que a necessaria para a obtencdo do efeito
larvicida. Com a lagosta Procambarus clarkii, Holck & Meek
(1987) observaram valores letais apenas em concentracdes mil
vezes maior do que a necessaria para matar as larvas de inseto.
Segundo Walton & Mulla (1991), em um experimento de meso-
cosmos utilizando o peixe Gambusia affinis e a bactéria B.
sphaericus para controle de larvas de mosquito, houve grande
decréscimo das larvas sem a observacdo de efeitos adversos aos
peixes. Saik et al. (1990) relatam varios estudos realizados com
mamiferos sem resultados dignos de nota. Segundo os autores,
inimeras cepas de Bacillus sphaericus foram injetadas por
diversas vias em camundongos, ratos, cobaias e coelhos, para
avaliacBes agudas e cronicas, e, das poucas lesdes observadas,
varias também foram registradas nos animais que receberam
material autoclavado, indicando, provavelmente, um dano fisico.

De modo geral, na maioria das pesquisas realizadas em que
foi registrado algum tipo de efeito adverso, os danos séo justifi-
cados pelo contato fisico ou pela alta concentracdo do produto,
0 que pode gerar aumento de turbidez na agua, supressdo do
oxigénio dissolvido ou, muitas vezes, toxicidade dos componentes
quimicos presentes nas formulac@es dos produtos.

Ecotoxicidade de bioinseticidas fungicos

Embora a maioria dos fungos utilizada no controle biol6-
gico tenha acdo inseticida, algumas espécies também séo
utilizadas na agricultura contra plantas daninhas ou mesmo
contra outros fungos (Tigano & Mello, 2006). Fournie et al.
(1988) avaliaram os efeitos do herbicida fangico Colletotrichum
gloeosporioides sobre organismos ndo-alvo, incluindo plantas
aquaticas, moluscos, crustaceos e peixes, por meio da expo-
sicdo por 28 dias a uma concentracdo mil vezes maior que a
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de uso em campo. Os dados obtidos mostraram pequena
mortalidade entre os organismos de estuario expostos. O autor
creditou esse efeito a deterioracdo da qualidade da gua devido
ao crescimento de bactérias. Em outro estudo, Jonsson &
Genthner (1997) demonstraram auséncia de efeitos desse
mesmo fungo sobre os crustdceos Palaemonetes pugio e
Artemia salina. O inseticida fingico aquatico Lagenidium
giganteum também foi testado contra varias espécies em testes
de ecotoxicidade classicos. A sobrevivéncia e a reproducéo
do microcrustaceo Ceriodaphnia dubia foram afetadas em
concentracdes acima de 6.250 zoosporos/mL (Nestrud &
Anderson, 1994).

Os efeitos adversos do fungo Trichoderma stromaticum
foram avaliados sobre a microalga Selenastrum capricornutum,
0 microcrustaceo Daphnia similis, o peixe Hyphessobrycon
scholzei e ratos Wistar representando os mamiferos. Os resul-
tados mostraram auséncia de efeitos adversos para as algas,
0s peixes e 0s ratos, contudo 30% da taxa reprodutiva de
Daphnia similis foi inibida na concentracéo de 10° esporos/
mL. Os autores do estudo relatam que em funcdo desse resul-
tado seriam necessarios estudos complementares da fase Il para
avaliar a persisténcia do fungo no ambiente aquatico (Castro
etal., 2001).

As espécies de fungo Metarhizium anisopliae e Beauveria
bassiana tém registro para uso no Brasil. Genthner & Middaugh
(1995) avaliaram os efeitos de M. anisopliae sobre embrides
do peixe Menidia beryllina. Nesse estudo foram observados
varios efeitos adversos sobre os embrides e as larvas recém-
eclodidas. Genthner et al. (1998) também mostraram os efeitos
desse fungo sobre embrides do crustaceo Palaemonetes pugio
e da rd Xenopus laevis. Sobre a espécie Beauveria bassiana,
Middaugh & Genthner (1994) também observaram efeitos tera-
togénicos desse fungo sobre embrides e larvas do peixe
Menidia beryllina. Em outro estudo, Genthner et al. (1994)
determinaram a CL,, de 0,56 mg/L da beauvericina, uma toxina
liberada por algumas cepas de B. bassiana, sobre o crustaceo
Mysidopsis bahia. Nesse mesmo trabalho os autores observa-
ram alta mortalidade de organismos em concentracdes a partir
de 1,5 x 108 esporos/mL.

A toxicidade e a patogenidade dessa espécie de fungo
para mamiferos foi testada pela via intramuscular de camun-
dongos sem observacao de infeccdo, multiplicacéo ou persis-
xténcia do microrganismo apos trés dias (Semalulu et al., 1992).

Ecotoxicidade de bioinseticidas virais

Uma grande quantidade de tipos de virus oferece potencial
para controle biolégico de insetos. Desses, 0s mais bem estu-
dados estdo no grupo Baculoviridae, sendo os principais
géneros NPV — Nucleopoliedrovirus e GV — Granulovirus. Em
geral, esses virus apresentam espectro de acdo focado em cerca
de 43 espécies de 11 familias da ordem lepiddptera (Lacey et
al., 2001). O principal mecanismo de transmissao viral nos
lepidopteros € por meio da liberagdo de particulas denominadas
corpos de oclusao.
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Embora os virus estejam entre os inseticidas biol6gicos
menos estudados, este foi um dos primeiros grupos a solicitar
registro nos Estados Unidos, juntamente com os Bacillus. O
NPV Heliothis indubitavelmente foi 0 mais extensivamente
estudado entre os virus entomopatogénicos, hdo somente sobre
vertebrados como também para invertebrados e plantas. A partir
de 1963, o NPV Heliothis foi sistematicamente testado contra
varias espécies ndo-alvo, de modo a garantir a seguranca de
seu uso. As doses e concentracdes utilizadas foram de dez a
cem vezes maiores que a média utilizada em campo, e em nenhum
dos ensaios foi observada toxicidade ou patogenicidade, a ndo
ser para as espécies-alvo (Ignoffo, 1973).

A Tabela 1 mostra resultados de ensaios de ecotoxicidade
de dois nucleopoliedrovirus, apresentados a agéncia de protecao
ambiental dos Estados Unidos para a renovacao do registro desses
bioinseticidas virais. Em todos os casos ndo foi observado efeito
adverso aos organismos ndo-alvo testados (USEPA, 1996).

CONSIDERACOES FINAIS

Com o aumento mundial de demanda por alimentos “mais
limpos” e por produtos considerados de baixa toxicidade e
periculosidade, torna-se de grande relevancia a avaliacdo da
seguranga ambiental dos bioinseticidas. Ressalta-se a impor-
tancia da modernizagéo da legislacdo nacional, que vem aprimo-
rando significativamente a diferenciagdo entre produtos
bioldgicos e produtos quimicos. Uma das grandes falhas no
aspecto legislativo é que, para o registro de produtos a serem
utilizados no controle de vetores (salde publica), os requisitos
sdo diferenciados e em geral, ndo ha a participacdo do IBAMA
no processo, 0 que gera grande deficiéncia no processo de
avaliacdo da periculosidade ambiental.

A grande diversidade de cepas e espécies de microrga-
nismos pesquisadas com finalidade bioinseticida necessita
seguramente de avaliagdo ecotoxicoldgica, tendo em vista as
inumeras alteracdes nas toxinas presentes que podem indiscu-
tivelmente modificar a toxicidade dos produtos e, muitas vezes,
inviabilizar seu uso em situacfes de campo.

A determinacéo da ecotoxicidade é um componente fun-
damental na avaliacdo da periculosidade e do risco ambiental
de agentes quimicos e biolégicos. Embora a avaliagdo de risco
dos produtos agrotoxicos e afins ja esteja prevista na legislagéo
federal brasileira (Decreto n® 4.074/00), os 6rgdos reguladores
ainda ndo definiram procedimentos para a implementacéo desse
processo e, desse modo, os dados de ecotoxicidade tém sido
utilizados basicamente para definicéo da viabilidade e pericu-
losidade ambiental de um produto quimico ou biolégico a ser
utilizado no controle de pragas.

As informagBes apresentadas nesta revisdo mostram que,
assim como ocorre com as substancias quimicas, ha micror-
ganismos ou produtos bioinseticidas mais ou menos toxicos,
e que, pelas recentes publica¢cdes normativas governamentais
a producdo e o uso de produtos dessa natureza tendem a
aumentar significativamente nos proximos anos.
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Tabela 1 - Efeitos dos Nucleopoliedrovirus Lymantria dispar e Orgyia pseudotsugata sobre organismos nédo-alvo, segundo USEPA (1996).

Estudo

Tipo de estudo

Resultado

Exposi¢do de Daphnia magna,

Invertebrados de dgua doce

Toxicidade/patogenicidade
c/ peixes de agua doce

Toxicidade/patogenicidade
c/ abelhas

Alimentacéo de codornas

Toxicidade/patogenicidade
oral aguda em aves

Alimentacdo de passarinhos

Toxicidade/patogenicidade
¢/ mamiferos silvestres

Notonecta undulata e
Chironomus thummi

96 hr — CLsg — truta marrom e
Lepomis macrochirus

Alimentacdo por quatro meses

Alimentacéo de ratos,
toupeiras e gambas

CLso > 250 corpos de oclusdo/mL

CLso > 1,5 x 10° corpos de
oclusdo/grama

Auséncia de efeitos sobre a postura,
crescimento dos filhotes e producéo de
mel

Sem sinais de toxicidade ou
patogenicidade na dose de 3,73 x 10°
corpos de oclusdo/grama/individuo

Os passaros se alimentaram de larvas
infectadas com 3 x 10" a 2 x 10°
corpos de ocluséo e nenhum efeito foi
observado

Os animais se alimentaram de larvas
infectadas com 4 x 10% a 6 x 10°
corpos de ocluséo e nenhum efeito foi
observado

Isso valoriza ainda mais a ecotoxicologia e suas ferra-
mentas, gerando novas perspectivas para essa area de estudo
no pais, pois além dos novos bioprodutos a serem testados,
sera necessaria maior interagdo com profissionais das areas de
ciéncias agrondmicas e entomologia, ja que muitas vezes esses
profissionais pesquisam a eficiéncia inseticida dos microrga-
nismos, mas esquecem da almejada especificidade de a¢o, tdo
necessaria para 0 uso sustentavel de um produto final.
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