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Resumo

Neste estudo, quatro cepas de Bacillus foram testadas para avaliar seus
efeitos adversos sobre peixes e camundongos. Concentracdes foram
testadas de acordo com protocolos internacionais na faixa de 10%e 108
esporos por mililitro para peixes e dose de 108 esporos por animal para
camundongos. Nao houve letalidade em nenhuma das espécies testadas. No
estudo de necrose-apoptose com eritrocitos periféricos de O. niloticus, foi
observado aumento na frequéncia de células necréticas na exposicao a duas
cepas de B. thurigiensis. Os dados obtidos mostraram que, para os peixes
expostos aos microrganismos diluidos na agua, nao foi observado efeito
téxico, mas, por rotas de exposicao nao convencionais, tanto Bt israelensis
como Bt kurstaki apresentaram toxicidade, causando mortalidade celular
nos eritrécitos periféricos por necrose. A eliminacao dos microrganismos
nos camundongos foi significante apds 30 dias, mas, para uma cepa de B.
thuringiensis e uma de B. sphaericus, esse tempo nao foi suficiente para a
eliminacdo completa dos esporos. Esses resultados confirmam dados da
literatura que Bt e Bs apresentam baixa toxicidade para espécies nao-alvo.

Temos paraindexacao: Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus,
toxicidade, mamiferos, biopesticidas.
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Evaluation of Adverse
Effects of Entomopathogens
On Fish and Mice

Abstract

The toxicological problems related to chemical pesticides have increased
interest in the development and use of microbial pest control agents.

In the present study four new Brazilian strains of Bacillus were tested

to evaluate the potential adverse effects on fish and mice. Fish were
exposed in concentrations between 106 and 108 spores per mililiter
and by injection for cell assays. Mice were exposed by oral route in

a dose of 108 spores per animal. No mortality was observed with

fish or mice after exposure for any of the microorganisms tested. In
necrosis-apoptosis study on peripheral erythrocytes of O. niloticus an
increased frequency of necrotic cells caused by exposure to strains of B.
thuringiensis was found. The obtained data show that in fish exposed
through whole body, no toxicity was found, but by non-conventional
routes of exposure (e.g. injection) Bt israelensis and Bt kurstaki showed
toxicity causing peripheral erythrocyte cells death by necrosis. Clearance
of microorganisms in mice was significant after 30 days but for one
strain of B. thuringiensis and one of B. sphaericus this time was not
enough to completely eliminate the spores. These results confirm
literature data that Bt and Bs have low toxicity to non-target species.

Index terms: Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus, Fish toxicity,
Mammalian Toxicity, Biopesticides.
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Introducao

Os insetos sao responsaveis por problemas na agricultura e pela
transmissao de varias doencas. A principal forma de controle desses
organismos tem sido a utilizacado de produtos quimicos, também
chamados de agrotéxicos. Os efeitos negativos relacionados ao uso
desses produtos sao intensamente descritos na literatura, levando a
contaminacao do ambiente, intoxicacao de animais e de seres humanos.
De fato, os agrotéxicos ou pesticidas sdao substancias bem conhecidas
por seu efeito eminentemente letal, com a finalidade de eliminar

ou controlar espécies indesejadas. Desse modo, o uso de produtos
biolégicos, a base de microrganismos, é uma alternativa, visto que as
espécies selecionadas ja estdo presentes na natureza, o que torna esses
agentes promissores, quando se fala de sustentabilidade ambiental
(OLIVEIRA-FILHO, 2006).

Atualmente vérios agentes biolégicos tém demonstrado eficiéncia

no controle de pragas agricolas e no controle de vetores de doencas
humanas, incluindo o mosquito Aedes aegypti (MONNERAT et al.,
2004, 2005, 2007). De acordo com a legislacao nacional (Lei 7.802/89
e normas complementares), os bioinseticidas sao caracterizados como
agrotoxicos e afins, e, por isso, devem solicitar registro junto aos
6rgaos reguladores. Um dos requisitos para o registro é a realizacao de
ensaios toxicolégicos com os agentes propostos, visando a geracao de
informacoes sobre seguranca para a populacao e para o meio ambiente
(OLIVEIRA-FILHO, 2005). Todavia, os produtos registrados com
finalidade domissanitaria, ou seja, para uso no ambiente doméstico, e
para o controle de vetores, sao regidos pela Lei 6.360/76 (vigilancia
sanitaria), ndo sendo, portanto, passiveis de avaliacdo ambiental, o que
deixa uma lacuna para o caso de possiveis efeitos sobre organismos
nao-alvo (MAXIMIANO et al., 2005).

A avaliacao toxicoldgica preditiva é de grande importancia para o
gerenciamento de risco do uso de produtos quimicos, e também deve
ser realizada com agentes microbiolégicos, visando investigar o efeito
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de potenciais toxinas. Deve-se ressaltar que a presenca de toxinas
perigosas tem sido um dos principais problemas dos entomopatégenos
ja amplamente conhecidos (LACEY; SIEGEL, 2000). Desse modo,

a utilizacao de bioinseticidas letais para organismos nao-alvo pode
comprometer espécies Uteis do ponto de vista agropecuario, espécies
aquaticas mantidas em condicdes de cultivo (aquicultura), ou qualquer
espécie que se utilize da dgua contaminada; bem como prejudicar a
manutencdo da vida aquatica (OLIVEIRA-FILHO, 2008).

Este estudo avaliou a toxicidade aguda de cepas de Bacillus thuringiensis
kurstaki e israelensis e de Bacillus sphaericus H5, para os peixes Danio
rerio e Oreochromis niloticus, bem como a citotoxicidade dessas cepas
nos ensaios de viabilidade celular com eritrécitos de O. niloticus e de
proliferacao celular na medula 6ssea de camundongos “swiss”. Além
disso, realizou-se um estudo para avaliar a toxicidade e patogenicidade
oral aguda, assim como a taxa de eliminacdao, das mesmas cepas e de
mais uma de B. sphaericus, em camundongos C57BL6, visando gerar
dados sobre a periculosidade ambiental desses entomopatégenos e
orientar a escolha de um futuro bioinseticida.

A escolha das espécies teste baseou-se no fato de serem amplamente
utilizadas em ensaios laboratoriais e, portanto, j4 serem bem conhecidas
e recomendadas para trabalhos dessa natureza.

Material e Métodos

Microrganismos testados

Quatro microrganismos entomopatogénicos foram testados neste
estudo. Duas cepas de Bacillus thuringiensis de diferentes sorotipos:

B. thuringiensis sorotipo kurstaki, possuindo as proteinas Cry1Aa,
Cry1Ab, Cry1Ac e Cry1B, téxicas a larvas de lepidépteros (Monnerat et
al., 2007), B. thuringiensis sorotipo israelensis, possuindo as proteinas
Cry4A, Cry4B, Cry11 e cyt1, téxicas a larvas de dipteros (Monnerat

et al., 2005); e duas cepas de B. sphaericus sorotipo H5 possuindo
proteinas de 51 kDa e 42 kDa, respectivamente, téxicas a larvas de
dipteros (MONNERAT et al., 2004). Essas cepas foram isoladas de solos
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brasileiros e armazenadas na Colecao de Bacilos Entomopatogénicos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

As cepas foram testadas em concentracées maximas de 10°

esporos mL, de acordo como proposto pelas normas da Agéncia
Americana de Meio Ambiente (USEPA, 1996a), nos testes de toxicidade
aguda para peixes e maxima de 108 esporos/mL nos estudos de
citotoxicidade e toxicidade/patogenicidade oral aguda (USEPA, 1996Db).
As concentracoes e doses foram determinadas por diluicGes seriadas
ap6s contagem do nimero de esporos em um concentrado contendo em
torno de 108-10"° esporos/mL em meio NYSM (SILVA et al., 2002).

Procedimentos para ensaios com peixes

Ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio

Os ensaios de toxicidade aguda com o peixe zebra (D. rerio) foram
conduzidos por 30 dias em sistema de exposicao semiestatico, conforme
protocolo padronizado (USEPA, 1996a). Os peixes foram adquiridos de
um fornecedor comercial da regido de Brasilia. Apés aclimatacao dos
peixes durante 7 dias no Laboratério de Ecotoxicologia da Embrapa
Cerrados, a exposicao teve inicio em copos béquer de 3.000 mililitros
contendo d4gua mole sintética (pH 7.5 = 0.1, dureza da 4gua 40-48
mg/L em CaCO,), mantidos & temperatura de 25 + 1 °C, sob um ciclo
de iluminacdo de 16 horas de luz e 8 horas no escuro. Vinte peixes (2,0
a 3,0 centimetros de comprimento) foram expostos em duplicata (dez
por béquer) as concentracdes de 1x 10° e de 5 x 10° esporos/mL das
cepas testadas, de acordo com o protocolo utilizado (USEPA, 1996a).
Os peixes foram alimentados diariamente com racao; as solucdes foram
renovadas uma vez por semana; e diariamente também foi registrada a
mortalidade dos individuos até o final do experimento.

Ensaio de necrose/apoptose com Oreochromis niloticus

Os peixes da espécie O. niloticus utilizados neste estudo foram obtidos
em cultivo na regiao de Brasilia, onde as condi¢cdes de criagao sao
controladas e monitoradas constantemente. Os peixes selecionados
possuiam entre 7 cm e 10 cm e foram climatizados no Laboratério de
Genética da Universidade de Brasilia, com agua filtrada e desclorada
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por uma semana antes do ensaio. Para a exposicao, os peixes foram
colocados em aqudrios (sete peixes por grupo), injetados via intra-
abdominal com 0,2 mililitros das cepas testadas, na concentracao de

1 x 108 esporos/mL (grupo testado), e observados por 72 horas.

O grupo controle positivo foi injetado com ciclofosfamida na dose de
30 mg.kg' de peso e o grupo controle negativo foi injetado somente
com agua. A ciclofosfamida (Genuxal-Asta Medica) é um conhecido
agente alquilante do DNA comumente utilizado em estudos de
genotoxicidade. Apés 72 horas da injecao, para o teste de apoptose,
0,1 mL de sangue periférico foi obtido por puncao cardiaca e diluido em
2 mL de soro fetal bovino. Um esfregaco de 15 uL da suspenséo celular
foi corado e as laminas preparadas para andlise em microscépio de
fluorescéncia. Cerca de 500 eritrécitos periféricos foram analisados por
grupo e classificados em vidveis, necréticos ou apoptéticos.

Procedimentos para ensaios com camundongos

Ensaio de genotoxicidade na medula 6ssea

Camundongos “Swiss” do Biotério Central da Universidade de Brasilia
foram aclimatados as condicbes do laboratério por uma semana antes
do inicio do estudo. Machos e fémeas (dez a doze semanas), pesando
em média 30 + 2 g, foram alimentados com racao e dgua ad libitum e
mantidos a temperatura de 22 + 3 °C e em fotoperiodo de 12 horas
de luz. Foram utilizados seis animais por grupo, sendo 3 machos e

3 fémeas. O grupo controle negativo recebeu somente dgua filtrada
(100 pL, via oral) e os outros receberam 100 puL de cada uma das
cepas testadas. Todos ficaram em observacao por 24 horas. Apds esse
periodo, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e
foram realizadas as preparacdes na medula 6ssea para identificacao

de eritrécitos policromaticos e normocromaticos, de acordo com o
protocolo proposto por Schmid (1975). Os esfregacos sanguineos foram
fixados em lamina com metanol e corados com Giemsa. Mil células por
animal foram observadas e classificadas como policroméaticas (PCE) ou
normocroméaticas (NCE). A relacdo PCEs/NCEs foi determinada pelas
primeiras 1.000 células PCEs ou NCEs contadas.
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Ensaio de toxicidade e patogenicidade oral aguda
Camundongos C57BL6 machos e fémeas foram obtidos do Biotério do
Centro Universitario de Brasilia (Labocien-UniCEUB) e aclimatados as
condicoes do laboratério de Genética da UnB por uma semana antes do
inicio do estudo. Os animais utilizados possuiam de 10 a 12 semanas
de idade, com variacdo de peso nao excedendo 20 % da média de
cada sexo. Durante a exposicao, os animais foram mantidos em caixas
plasticas individuais a temperatura de 22 + 3 °C e fotoperiodo de 12
horas de luz. A avaliacao foi realizada conforme protocolo da Agéncia
Ambiental Americana (USEPA, 1996b).

Os animais foram divididos em oito grupos. Quatro grupos de controle
negativo com 3 machos e 3 fémeas por grupo, os quais receberam

100 uL de agua desclorada e filtrada e foram mantidos préximos aos
testados. Os grupos testados receberam uma dose Unica (100 uL) de
uma suspenséo celular contendo 108-10° esporos por mililitro (UFC/ mL)
das cepas de Bacillus, crescidas em meio NYSM (YOUSTEN, 1984). A
administracao oral foi realizada por gavagem para todos os animais. O
periodo de observacao foi de 30 dias, com cuidadoso exame externo e
registro de qualquer sintoma diferenciado de efeitos adversos. O peso
dos animais foi registrado antes e ao final do experimento. Para estimar
a taxa de eliminacado dos microrganismos, fezes dos animais foram
coletadas semanalmente, visando quantificar as bactérias numa porcao
de 1 grama de fezes para cada animal. As fezes foram dissolvidas em

1 mL de &gua, submetidas a choque térmico (80 °C por 12 minutos), e
diluicGes seriadas foram inoculadas em agar NYSM, contendo 100 mg/L
de penicilina para B. thuringiensis ou estreptomicina para B. sphaericus,
em placas de Petri e finalmente incubadas a 30 °C por 24 horas (SILVA
et al., 2002; WHO, 1985). Apds esse periodo, as coldnias foram
contadas e analisadas morfologicamente por microscopia de contraste
de fases, para confirmar a presenca da respectiva cepa. Apdés 30 dias,
os animais foram eutanasiados em camara de CO2 e a necropsia foi
realizada em cada animal para avaliar a infectividade e a persisténcia

do microrganismo em 6rgaos selecionados. Para cada grupo testado, a
presenca dos microrganismos foi quantificada nos pulmoes, intestino
delgado, cecum e grosso, apds diluicao e solucao salina/peptona e
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crescimento no respectivo meio de cultura. Todo o experimento foi
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com Animais de Laboratério
da Universidade de Brasilia (CEUA-UnB).

Analise estatistica

Os dados dos ensaios de necrose/apoptose em O. niloticus foram
submetidos ao teste t para amostras pareadas, assim como

as diferencas entre grupos controle e tratados no ensaio com
camundongos. Os célculos foram realizados com auxilio do programa
SigmaStat 3.5.

Diferencas no ganho de peso do corpo, assim como proporcao de
eliminacao entre os grupos, foram avaliadas por One-Way Anova
seguida do teste de comparacdes multiplas de Dunnett, com auxilio do
programa Dunnett (Versado 1.5) da Agéncia de Protecao Ambiental dos
Estados Unidos.

Resultados

Ensaios com peixes

Nao houve mortalidade ou qualquer alteracdo de comportamento visivel
nos peixes D. rerio e O. niloticus expostos as concentracdes de todas

as cepas testadas. Essa observacao sugere que as concentracoes letais
dessas cepas para 50 % de mortalidade (CL50) dessas espécies de peixe
sdo maiores que 5 x 10° esporos/mililitro.

No estudo de necrose-apoptose sobre eritrécitos periféricos de O.
niloticus, foi observado um aumento na frequéncia de células necrdticas,
causada pela exposicao as cepas de Bt israelensis e Bt kustaki (Tabela

1, p < 0,05). Por outro lado, a exposi¢cao ao Bs H5 nao evidenciou
efeito citotéxico em nenhum dos sistemas testados (t-test p > 0,05),
em comparacao com o grupo controle. Além disso, nenhuma das cepas
estudadas induziu apoptose, que significa genotoxicidade. Em contraste,
0s peixes expostos a ciclofosfamida, um controle quimico positivo,
apresentaram um aumento significativo no nimero de células necréticas
e apoptéticas (Tabela 1, p < 0,05).
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Tabela 1. Porcentagem de células vidveis, necréticas e apoptéticas apds andlise
de 500 eritrécitos periféricos de O. niloticus, nos grupos referentes aos cinco
tratamentos.

Tratamentos  Vidveis Necrose  Apoptose % Viabilidade % Necrose % Apoptose
Bt /sraelensis  465,2 + 68 360+7 28+ 1,1 93,4 7,2% 0,5

Bt kurstaki 4738 +75 256+6 2,1+09 94,5 5,1* 0,4

Bs H5 4772 +26 225+9 05+0,2 95,4 4,5 0.1
Agua (Controle 4o . 15 123.5 46+18 968 2,7 05
Negativo)

Ciclofosfami-

da (Controle 4433 +32 294+9 270+ 10 88,8 5,8* 5,4*
Positivo)

* p < 0,05, teste t. Diferencas entre grupos testados e grupo controle negativo.

Ensaios com camundongos

Os dados de cinética nas células da medula 6ssea dos camundongos
indicaram auséncia de efeitos sobre a proliferacao celular das cepas
testadas, o que significa auséncia de citotoxicidade (Tabela 2). Também
nao houve efeito téxico em funcao do tempo, apdés observacoes em 48 e
96 horas.

Tabela 2. Médias e porcentagens de células normocroméaticas (NCE) observa-
das na medula 6éssea dos camundongos ap6s 48 e 96 horas de exposicdo aos
tratamentos.

Cepas/Tratamentos Média NCE + D.P. % NCE Teste ¢ (n)
Controle 622 + 95 38,3

Bt kurstaki 48h 564 + 72 36,0 0,5416
Bt kurstaki 96h 617 + 110 38,1 0,9564
Bt /sraelensis 48h 722 + 180 41,9 0,3909
Bt israelensis 96h 578 + 120 36,6 0,7163
Bs H5 48h 441 + 98 30,6 0,0676
Bs H5 96h 475 + 87 31,3 0,0734

*p > 0.05, nao significativo
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No ensaio de toxicidade e patogenicidade oral aguda, apés 30 dias

da administracao das cepas, ndao houve mortalidade e nem sinal ou
sintoma de doenca. Nenhum dos animais expostos ao controle negativo
(dgua) ou as cepas testadas apresentou anormalidades clinicas ou
comportamentais. Nao houve diferencas significativas entre o ganho de
peso dos grupos controle e testados (Tabela 3).

Tabela 3. Ganho de peso em gramas (Ag = peso do ultimo dia — peso do
primeiro dia) dos camundongos dos grupos controle e tratados apds 30 dias da
administracao das cepas.

Ganho de peso(Ag)
Microrganismos

Controle (média £ d.p.) Testado (média £ d.p.)
B. thuringiensis kurstaki 561+1,14 540+ 1,19
B. thuringiensis israelensis 524+0,78 5,85+ 1,81
B. sphaericus cepa 1 5,60+ 1,18 5,69+1,12
B. sphaericus cepa 2 5,14+0,80 559+ 1,21

*QOs valores sao expressos como média + desvio padrdo. Os dados foram avaliados por Anova
seguido pelo Teste de Comparacdes Multiplas de Dunnett (p<0.05).

A eliminacao dos microrganismos, quantificada nas fezes, revelou uma
baixa recuperacao de esporos, mostrando eliminagcado ou degradacao
teoricamente rapida da maioria dos esporos inoculados (Fig. 1). A
presenca de esporos em 1 a 3 animais do grupo controle foi registrada
e pode ser explicada por causa da manutencao dos animais no mesmo
ambiente dos testados, provavelmente envolvendo transporte aéreo de
esporos, ja que as caixas plasticas foram mantidas lado a lado.
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Fig. 1. Quantificacdo semanal de esporos dos microrganismos testados em Unidades
Formadoras de Col6nia por grama (UFC/g) nas fezes dos animais inoculados durante 30
dias. Os valores sdo expressos como a média de UFC/g de fezes dos seis individuos de

cada grupo.

A reducao dos esporos nas fezes dos animais tratados com todas as
cepas foi significativa nos 30 dias apds o inicio do ensaio (Fig. 1), ja que
a inoculac3o inicial foi de 108 esporos por animal. Os animais controle
contaminados e os inoculados estavam quase que totalmente limpos
nesse periodo. No sétimo dia, a reducdao nos nimeros de esporos nos
animais inoculados foi de sete a oito casas decimais (variagées de 10°
para 102 e de 108 para 10°). Variagdes nesses niveis foram observadas
nas semanas seguintes, mas a reducao continuou evidente de sete a
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nove casas (variac6es de 108 para 10" e de 10° para 10°), dependendo
do inéculo inicial.

A necropsia nos animais mostrou auséncia de danos visiveis aos 6rgaos,
mas esporos de Bt kurstaki e de Bs cepa 1 foram isolados em 6rgaos
selecionados, com quantidade levemente maior no intestino grosso
(Tabela 4). Esse fato pode explicar a presenca dessas cepas nas fezes
até o trigésimo dia apés a administracao (Fig. 1).

Tabela 4. Quantificacdo dos microrganismos testados (UFC/6rgao) isolados de
6rgaos selecionados ao final do experimento (30° dia apés a administracao).

. . Indculo Inicial p/ Orgéos

Microrganismos Animal ; ;
itz Pulmdes Intestino delgado Ceco  Intestino grosso

Bt kurstaki 8,7 x 108 ND* ND ND 1,2+0,8
Bt israelensis 5,9 x 108 ND ND ND ND
Bs cepa 1 8,9x10° <1 <1 <1 1,2+1,2
Bs cepa 2 1,8x10° <1 ND ND <1
*N&o detectado. Valores expressos como média + erro padrdo por érgdo dos seis animais testados de
cada grupo.
Discussao

Os peixes tratados com ciclofosfamida na dose de 30 mg/kg
apresentaram necrose e apoptose celular provavelmente em virtude

da alta dose administrada. Doses menores provavelmente causariam
mais apoptose do que necrose em razao de a ciclofosfamida atuar
como agente clastogénico e causar fragmentacao da cromatina.
Brockmann et al. (2006) mostraram que a apoptose inicia-se em doses
bem menores do que as doses citotéxicas, quando ocorre a exposicao
a agentes alquilantes. O controle positivo é utilizado para demonstrar
a sensibilidade do sistema teste. No presente estudo, a ndo inducéao
de apoptose pode significar que as toxinas de B. thuringiensis e B.
sphaericus nao atingem o nucleo celular causando danos ao DNA ou a
cromatina. Cabe ressaltar que a morte celular por necrose, em contraste
com apoptose, que € um evento individual, ocorreu numa grande
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populacao de células, provavelmente pela exposicao as cepas em altas
concentracoes. Essa observacao sugere que essa exposicao a altas
concentracoes pode ter sido responsavel pela manifestacao do efeito
adverso, que é questionavel em termos de meio ambiente, em virtude da
via de contato extremamente invasiva (injecao) para uma avaliagdo da
exposicao de peixes.

Quanto aos camundongos e a eliminacao dos esporos, varios estudos
tem mostrado a presenca de B. thuringiensis em alimentos, bebidas e
ambiente (HONGYU et al., 2000; ZHOU et al., 2008a, b). O presente
estudo mostrou que os esporos dos potenciais biopesticidas ndao
causaram qualquer efeito adverso em camundongos apds 30 dias da
inoculacao. Essa auséncia de efeitos adversos tem sido observada

por vérios autores. Innes e Bendell (1989) avaliaram, em 90 dias,

os efeitos de uma formulacao comercial de B. thuringiensis kurstaki
sobre populacdes de mamiferos silvestres. Esses autores observaram
que a ingestao de insetos contaminados nao gerou qualquer dano a
essas populacoes. Siegel e Shadduck (1990) afirmaram que a simples
introducao de um entomopatégeno em mamiferos causa perturbacoes
na flora bacteriana regular, e a recuperacao do microrganismo
inoculado do hospedeiro pode ocorrer em espaco de tempo variavel,
sem necessariamente significar uma persisténcia. Wilcks et al. (2006)
detectaram esporos de B. thuringiensis kurstaki na ordem de 10%®a 104
UFC/g, em amostras fecais e intestinais de ratos Sprague-Dawley, duas
semanas apods a inoculacgao.

A observacao de esporos em animais do grupo controle foi, em

alguns casos, similar aos niveis observados no grupo testado, e

essa observacdo demonstra a alta vulnerabilidade da contaminacao
aérea com o po6 gerado pelas condi¢cdes de criacdo dos animais. Para
comprovar essa possibilidade em seres humanos, Jensen et al. (2002)
trabalharam com 20 agricultores que tinham aplicado produtos a base de
B. thuringiensis. Esses autores mostraram que 40 % dos trabalhadores
apresentaram a presenca de esporos nas fezes, na ordem de 102 a 103
UFC/g, sem evidéncia de qualquer efeito danoso sobre a satde dos
trabalhadores.
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Conclusoes

Este estudo mostrou que nao foi observada toxicidade aguda das cepas
testadas para peixes, sugerindo que a concentracao letal 50 % dessas
cepas na agua é maior do que 5 x 108 esporos/mililitro. Ao contrario, por
uma rota de exposicdo nao convencional (ex.: injecao), Bt israelensis e
Bt kurstaki mostraram toxicidade causando morte celular em eritrécitos
periféricos por necrose. Todavia, nos peixes expostos na agua, nao foi
observada toxicidade, confirmando dados da literatura de que Bt e Bs
tém baixo risco para espécies aquaticas nao-alvo.

Sobre o estudo com camundongos, os resultados indicam auséncia de
toxicidade e patogenicidade das cepas estudadas, e esse dado, segundo
as normas nacionais e internacionais, € um dos primeiros passos para
subsidiar o registro e o uso seguro desses entomopatégenos no meio
ambiente.
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