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O Brasil é um país eminentemente agrícola. Esta afirmativa vem sendo feita há muitos anos, e 

ainda hoje é válida, apesar do significativo desenvolvimento nacional em outras atividades, especialmente 

no que se refere a industrializacão. A importância da agricultura para o Brasil talvez se mantenha em 

altos níveis ainda por muito tempo, tendo em vista as características do país ou seja, um vasto território 

constituído por áreas agricultáveis que podem suprir as necessidades nacionais e ainda permitir a produção 

de um quantia extra que permita a arrecadacão de divisas com a exportacão. 

Entretanto, para muitos a produção agrícola implica o uso de produtos químicos para o controle 

de pragas, doencas e plantas daninhas, o que muitas vezes pode conduzir L poluicão ambiental, reduzindo 

a qualidade de vida da populacão que vive próxima As áreas agrícolas e daqueles que consomem os 

alimentos ali produzidos. Um dos maiores desafios da agricultura moderna é permitir o aumento da 

producão agrícola sem o comprometimento da qualidade dos alimentos, de outros produtos agrícolas e 

da água, e sem reduzir a diversidade local de plantas, animais e microrganismos. 

Um dos empreendimentos mais promissores neste sentido se refere a busca de alternativas as 

formas convencionais de controle de pragas, através do uso de produtos de ocorrência natural, elaborados 

com microrganismos patogênicos aos organismos indesejáveis, encontrados em áreas agrícolas. Eles 

são mais comumente fungos, bactérias e vírus e têm se mostrado seguros em relação a seus possíveis 

efeitos sobre o homem e outros organismos não-visados do ambiente. Seu uso pode resultar no controle 

satisfatório de organismos indesejáveis, sem que o ambiente seja afetado desfavoravelmente. Entretanto, 

não se deve esperar que apenas por serem de ocorrência natural, estes produtos sejam sempre totalmente 

inócuos a organismos não-alvo. 

É sempre possível que um determinado microrganismo eficiente no controle de uma praga 

possa também afetar outros componentes biológicos do ecossistema. Como forma de defesa do ambiente 

e dos consumidores, compete aos órgãos públicos controlar o uso desses produtos, requerendo sua 

avaliacão adequada previamente ao seu registro para uso comercial. Compete ainda, aos mesmos, 

estabelecer os critérios para a avaliacão dos produtos, dentro de normas específicas compatíveis com os 

padrões internacionais que regulamentam o mesmo assunto. Essas normas devem levar em consideracão 

as diferencas fundamentais entre produtos químicos e biológicos, no que se refere L composicão, à 

forma de ação e ao comportamento no ambiente. 

Com o objetivo de estabelecer os critérios de avaliacão da seguranca dos produtos biológicos, 

o Centro Nacional de Pesquisa de Monitoramento e Avaliacão de Impacto Ambienta1 (Embrapa Meio 



Ambiente) iniciou uma parceria com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis (IBAMA), Diretoria de Controle e Fiscalização, no final de 1994, através do projeto de 

pesquisa "Análise de Risco e Impacto Ambienta1 do Uso de Agentes de Controle Biológico". Um dos 

principais objetivos daquele projeto foi o de resgatar os esforcos anteriores de diferentes instituicões 

nacionais, retomar suas colaboracões e, em conjunto, concretizar uma proposta de avaliacão de produtos 

biológicos para fins de registro junto aos órgãos federais competentes. 

Como primeiro resultado deste esforço foi publicado em 1995 o documento "Requisitos para a 

análise de risco de produtos contendo agentes microbianos de controle de organismos nocivos - Uma 

proposta para os órgãos federais registrantes". Esse documento sugeriu detalhadamente as informacóes 

a serem exigidas pelos órgãos registrantes, de forma a permitir uma avaliacão de sua seguranca de uso. 

Também foi utilizado pelo Comitê de Sanidade Vegetal do Cone Sul (COSAVE) através do Grupo de 

Trabalho Permanente em Controle Biológico (GTP-CB), como modelo para harmonizacão da 

Regulamentacão para Registro de Produtos Microbianos de Controle de Pragas entre os países do Cone 

Sul: Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai, tendo sido este último implementado na região em 

janeiro de 1998. 

O documento proposto foi adequado na forma de uma portaria publicada recentemente pelo 

IBAMA (Portaria 131, de 3 de Novembro de 1997). estabelecendo os critérios e procedimentos a 

serem adotados junto aquele Instituto para efeito de registro e avaliacão ambienta1 de agentes 

microbianos empregados na defesa fitossanitária. 

No momento, se faz necessário o estabelecimento de protocolos que sugiram de forma detalhada 

meios de se obter os dados requeridos na citada portaria. 

Os protocolos foram elaborados com o objetivo de viabilizar o registro dos produtos contendo 

agentes microbianos de controle de pragas no Brasil e são compostos por quatro volumes, cada um 

correspondendo a uma avaliacão especifica, como segue: 

- Informacões sobre o produto e análise de resíduos 

- Testes toxicopatológicos em mamíferos 

- Testes toxicopatológicos em organismos aquáticos 

- Testes toxicopatológicos em organismos não-alvos do ambiente terrestre 

Espera-se que este documento seja adotado pelos órgãos federais registrantes, de maneira que 

seja promovido o interesse por esta forma alternativa de controle de organismos nocivos, reduzindo os 

impactos ambientais indesejáveis e melhorando a qualidade de vida dos agricultores e consumidores. 

Gilberto de Moraes - ESALQIUSP 

Elizabeth A.B. De Nardo - Embrapa Meio Ambiente 



A concessão de registro de biopesticidas pelos órgãos federais registrantes está sujeita a prévia 

apresentacão de dados que indiquem conclusivamente que o produto, quando usado de acordo com as 

prescricões. não causará efeitos significativamente adversos a seres humanos ou ao ambiente. No Brasil, 

os documentos básicos relativos a esse assunto são a Lei no 7.802, de 11107189. o Decreto no 98.81 6, 

de 11101 190 e a Portaria 131 de 0311 1197, específica para o registro de biopesticidas. 

Este protocolo foi desenvolvido especialmente com o objetivo de obtencão de dados necessá- 

rios a avaliacão do potencial dos Agentes Microbianos de Controle (AMC) em causar danos a organismos 

presentes no ecossistema terrestre, diferentes do organismo que se deseja controlar (alvo). 

Informacões sobre o efeito dos AMC'S em organismos terrestres não-visados devem ser obti- 

das independentemente do local de aplicacão do pesticida biológico e do potencial aparente de exposi- 

cão. Esses dados são necessários pelas seguintes razões: quando um microrganismo é aplicado como 

um pesticida, grandes quantidades dele não atingem o organismo-alvo e caem sobre outras partes do 

ambiente, podendo se espalhar para áreas adjacentes, devido a deriva ou a disseminacão natural. Dessa 

forma, o número de organismos não-visados expostos, o número de diferentes espécies expostas e o 

grau de exposicão (número de microrganismos por organismo não-visado) podem ser maiores que sob condi- 

cões naturais. 

Patogenicidade e toxicidade são os maiores efeitos a serem avaliados em relacão a exposicão de 

organismos não-visados a pesticidas microbianos. Dessa forma, este protocolo foi desenvolvido para permi- 

tir a avaliacão de risco de patogenicidade e toxicidade. Em sua elaboração, foram consultados documentos 

similares elaborados pela Agência de Protecão Ambienta1 (EPA) dos Estados Unidos da América, pela Comu- 

nidade Econômica Européia (CEE) e pela Organizacão das Nacões Unidas para Agricultura e Alimentacão 

(FAO). De forma particular deve-se destacar o documento da EPA, denominado "Subdivision M". 

O Protocolo se aplica a todos os microrganismos de ocorrência natural e aqueles que são estirpes 

obtidas de selecão por métodos convencionais. O registro de microrganismos geneticamente modificados 

por processos biotecnológicos pode requerer testes adicionais aos estabelecidos neste Protocolo, de acordo 

com a avaliacão caso-a-caso feita pela Comissão Técnica Nacional de Biosseguranca do Ministério de Ciên- 

cia e Tecnologia (CNTBio) (Artigo V do Decreto 1752). de 2 0  de Dezembro de 1995. 

A avaliacão dos AMC'S sobre os organismos não-visados do ambiente terrestre está esquematizada 

em quatro Fases hierárquicas. 0 s  testes da Fase I refletem a máxima chance de dano. Resultados negativos 

obtidos nesta Fase indicam um alto grau de seguranca de que efeitos adversos indesejáveis não deverão 

ocorrer com o uso do AMC e nenhum outro tipo de teste será exigido. 

Se efeitos adversos inaceitáveis forem identificados na Fase I, então os testes da Fase II serão 

realizados para quantificar níveis do AMC, aos quais as espécies não-visadas suscetíveis possam estar 

expostas. Nesta Fase se trabalha com o AMC isoladamente, tentando verificar a sobrevivência, persistência 

e multiplicacão no ambiente terrestre. Testes da Fase II podem também ser exigidos, de acordo com a 

avaliacão caso-a-caso para certos AMC'S que representam preocupacões especiais. Por outro lado, dados 



conclusivos da Fase II, mostrando que o AMC não sobrevive, se replica ou persiste no ambiente em que é 

utilizado, podem ser submetidos para se solicitar isenqão de alguns ou de todos os testes exigidos pela Fase 

Se efeitos adversos inaceitáveis forem identificados na Fase I, então os testes da Fase iI serão 

realizados para quantificar níveis do AMC, aos quais as espécies não-visadas suscetíveis possam estar 

expostas. Nesta Fase se trabalha com o AMC isoladamente, tentando verificar a sobrevivência, persistência 

e multiplicacão no ambiente terrestre. Testes da Fase I1 podem também ser exigidos, de acordo com a 

avaliacão caso-a-caso para certos AMC'S que representam preocupacões especiais. Por outro lado, dados 

conclusivas da Fase II, mostrando que o AMC não sobrevive, se replica ou persiste no ambiente em que é 

utilizado, podem ser submetidos para se solicitar isencão de alguns ou de todos os testes exigidos pela Fase 

I. 

Se for determinado pelos testes da Fase II que o AMC persiste ou sobrevive no ambiente em níveis 

significativos, estudos da Fase III devem ser conduzidos para mostrar efeitos de exposicão crônica em 

organismos terrestres. Se os dados obtidos nessa Fase ainda indicarem a ocorrência de problemas, estudos 

da Fase IV (Testes Simulados ou Reais de Campo) serão solicitados para verificar a existência de risco sob 

condiqões reais de uso. 

E sugerido que o solicitante consulte o Órgão federal registrante para a decisão dos testes a serem 

exigidos para cada registro de um AMC, nas diferentes Fases de avaliaciio. 

Este protocoto está dividido em 6 partes, de acordo com o organismo não visado estudado ou o 

assunto tratado: 

Protocolo de Avaliaqão Toxicopatológica em Aves; 
* Protocolo de Avaliacão Toxicopatológica em Artrópodos Benéficos: Predadores, Parasitóides e 

Polinizadares; 

Protocolo de Avaliaqão Toxicopatológica em Organismo do Solo; 

Protocolo deAvaliacão Toxicopatológica em Plantas; 

Protocolo de Avaliacão do Comportamento do Agente Microbiano no Ambiente Terrestre - Testes da 

Fase II; 

Aspectos de Planejamento, Experimentacão e Análise Estatística de Bioensaios. 

No final de cada protocolo existem referências bibliográficas, cujo objetivo principal é auxiliar a 

elaboraqão dos testes, sempre que se fizer necessário . 



PRINCIPAIS ASPECTOS 

Dose de Risco Máximo 

Diferentemente dos pesticidas químicos, que geralmente decrescem após a aplicacão, os AMC'S 

e as toxinas associadas podem, pelo menos temporariamente, aumentar ou mesmo permanecer indefini- 

damente, se encontrarem condicóes propícias no campo. Dessa forma, a dose de risco máximo a ser 

utilizada na Fase I será baseada em um fator de seguranca multiplicado pela quantidade máxima de 

ingrediente ativo (AMC ou sua toxina) que se espera estar disponível a organismos terrestres do ambien- 

te. No geral, utilizam-se doses de 10 a 100 vezes maiores que aquela a ser recomendada no uso prático. 

Determinacão de um DL 50 ou DI 50 

O ponto final do estudo deve ser escolhido de forma a refletir a atividade do AMC em teste. 

Assim, se for esperado que um AMC produza uma toxina e apresente pouca ou nenhuma infectividade, 

o ponto final apropriado deve ser a morte do organismo-teste. Se, contudo, o principal mecanismo for 

patogenicidade, u m  ponto final mais apropriado deve ser o aparecimento de sintomas associados aos 

AMC'S; 

Seria muito difícil se estabelecerem valores específicos para LC, ED ou LD e intervalos de 

confianca de 95% para a maior parte dos AMC'S, cujo mecanismo de acão é a patogenicidade, tendo em 

vista que os resultados dos testes provavelmente não exibirão um padrão de resposta do tipo log-probit, 

característico dos pesticidas químicos; 

Vias de administracão de máximo risco 

Várias vias de administracão são tratadas neste documento, sendo selecionadas de forma a refle- 

tir as vias naturais de exposicão e também as vias de penetracão dos AMC'S nos organismos. São elas: oral 

(gavage) ou respiratória, para pássaros: exposicóes em alimentos e contato, para artrópodos, podem simular 

o risco para organismos não-visados no ambiente terrestre; 

A administracão via parenteral (como injecóes intravenosa e intraperitonial) para aves e a injecão 

na hemocele para insetos, forneceriam um alto grau de confiabilidade ao indicar que um AMC particular não 

causaria efeitos adversos quando os resultados dos testes forem negativos. A injecão de AMC no organismo 

teste, embora ambientalmente não realista, propicia uma possibilidade de maximo risco ao ultrapassar os 

mecanismos de defesa primária dos animais. Se esta via for utilizada, uma única administracão é aceitável 

ao invés de múltiplas administracóes orais; 

Por outro lado, considerando os componentes indefinidos das preparacóes de pesticidas microbianos 

(proteínas exógenas, subproduto metabólico e outros) e a natureza não realista da via de administracão, os 

resultados positivos nem sempre indicam os efeitos reais sobre a espécie testada em condicões de campo. 

Entretanto, devido ao altqgrau de confiabilidade em testes em que o AMC é injetado, essa via é sugerida 

como uma alternativa no teste de exposicão Oral Aguda para Aves, sempre que a preparacão a ser adminis- 

trada for suficientemente livre de proteínas exógenas e outras substâncias contaminantes; 

1 1  



A combinação de vias de administração em um teste pode ser possível. Isto seria recomendável 

e compatível com a filosofia de risco máximo, reduzindo o período de teste e o custo. Entretanto, 

exposicões combinadas podem traumatizar muito os animais testados, causando sua mortalidade ou, de 

alguma forma, resultados não necessariamente relacionados com o efeito do AMC. 

Idade dos animais-teste 

Diferenças imunológicas e fisiol6gicas suficientes existem entre animais imaturos e maturos, su- 

gerindo que animais imaturos são potencialmente mais susceptíveis a infeccão e, possivelmente, aos efeitos 

de qualquer toxina produzida pelo AMC. Desta forma, em cada teste da Fase I é indicada a idade dos animais 

a serem testados, sendo sempre recomendado o uso de animais imaturos. 

Métodos para deteccão dos AMC'S 

Diferentemente dos testes de toxicidade em que a mortalidade pode ser usualmente determinada 

por observação, os testes de infectividade frequentemente exigem métodos sofisticados de avaliacão para 

se detectarem em efeitos patogênicos subletais. Estes métodos podem incluir tecnologia sorológica e de 

ácido nucléico, porém, normalmente, o que se usa é a necrópsia e, no caso de manifestação de sintomas, o 

isolamento, o plaqueamento e a identificação do AMC são realizados. 

Duracão dos testes 

A duração de cada teste da Fase I 6  cerca de 30 dias. Este período é geralmente suficiente para 

permitir a incubação, infeccão e manifestação de efeitos do AMC nos organismos-teste. No caso de espéci- 

es de difícil criação, a duração dos testes tem que ser ajustada adequadamente. 
Vários autores propõem que os testes tenham uma duração de 14 a 35 dias (Ignoffo 1973; Ignoffo et al. 

1975; Summers 19751, dependendo do tipo do AMC em estudo. 

Padrões Básicos Para os Testes 

Todos os testes tratados neste Protocolo deverão ser realizados seguindo-se os princípios de Boas 

Práticas de Laboratório (BPL), de acordo com o documento INMETRO-CTLE 06,1995, elaborado pelo Insti- 

tuto Brasileiro de Metrologia. 

É aconselhável que representantes apropriados dos órgãos federais registrantes sejam consultados antes de 

serem feitos os testes. tanto com o agente microbiano em estudo como tamb6m para determinar a formal 

pureza de cada AMC e de cada produto de uso final (PFI que será utilizado nos testes. 

(1) Substância-teste para estudos biológicos e ambientais 

É sabido que certas formas do AMC podem ser mais apropriadas para certos testes. Em geral, a 

forma, lex.: célula vegetativa, esporo, cisto, vírionl de um microrganismo a ser testado deverá ser equiva- 



lente aquela presente no produto a ser registrado. O microrganismo teste também deverá ser equivalente 

aquele que se pretende registrar com respeito ao estágio de crescimento, posse de organelas e apêndices e 

expressão de tracos fenotípicos (incluindo produtos de genes que tenham sido intencionalmente introduzidos 

no microrganismo). Se alguma exposicão significativa a outras formas do microrganismo for esperada, ou se 

mudanças na forma do microrganismo ocorreram ou puderem ocorrer em espécies visadas ou não visadas, 

então estas formas também deverão ser testadas. No geral, os seguintes princípios serão seguidos; 

(i) Testes exigindo o uso do ingrediente ativo (ia) do produto tecnico (PTI poderão ser conduzidos com o 

produto formulado (PF), se o PT e o PF forem idênticos; 

(ii) O lote das substâncias testadas deverá ser e mesmo durante todo e estudo, e as amostras-teste deverão 

ser guardadas sob condicões que mantenham sua pureza e estabilidade. Se a estabilidade da substância- 

teste não puder ser mantida durante os estudos, ou se por outras razões não for possível usar o mesmo 

lote durante o teste, lotes subseqüentes da substancia-teste deverão ser selecionados para que sejam 

tão idênticos quanto possível ao lote original. Ensaios químicos ou biológicos deverão ser realizados para 

assegurar a composicão, identidade e consistência; 

(iii) Cada lote da substância-teste deverá ser analisado dentro dos limites de praticabilidade técnica, e o 

nome e a quantidade de ingredientes, contaminantes e impurezas deverão ser listados. A determinacão 

deverá incluir a quantidade de material desconhecido, se houver, até se completar 100% da amostra a 

ser testada. A substância-teste deve estar dentro dos limites de certificacão de pureza, de acordo com 

a secão correspondente do protocolo (lnformaqões Sobre o Produto e Análise de Resultados -volume I); 

(iv) Se a substância-teste ou controle se destinar a ~ncorporacão na alimentacão dos organismos-teste ou 

outro veículo, o período durante o qual ela é estável ou vidvel em tal mistura deverá ser determinado 

antes do início do estudo. Nenhuma mistura de substância-teste ou controle com o alimento ou o veículo 

deverá ser mantida ou usada durante o período excedente da estabilidade ou viabilidade conhecida da 

substância-teste ou controle na mistura. 

(v) Se a substância-teste ou controle estiver incorporada na alimentacão ou outro veiculo, sua homogeneidade 

e concentracão na dieta deverão ser determinadas antes do inicio do estudo e a cada vez que a nova 

mistura for preparada. Amostras ao acaso da mistura deverão ser analisadas no mínimo uma vez ao mês, 

para assegurar que procedimentos de estocagem, formulacão e mistura apropriada estão sendo segui- 

dos, e que a concentracão apropriada da substância-teste est8 contida na mistura; 

(vi) Em adicão ou em substituicão aos dados exigidos por este documento, o órgão federal registrante poderá 

exigir dados derivados de testes conduzidos com: 

(a) um grau puro (analítico ou microbianol do ingrediente ativo (ex.: forma infectiva mais pura para vírus); 

(b) a forma instável de um material infeccioso (ex: virus não incluso); 

(C) um ingrediente inerte de uma formulação de um pesticida; 

(d) um contaminante uma impureza; 

(e) um metabolito (de animal ou planta) ou produto de degradacão de um ingrediente ative ou inerte; 

(f) o produto formulado para uso final; 

Ig) qualquer substância adicional que aumente a virulência ou a toxicidade do produto; 

(h) qualquer combinacão das substâncias mencionadas acima. 



(21 Administracão ou aplicacão da substância-teste dos diluentes 

(i) O modo de administracão ou aplicacão da çubstância-teste ou controle para testes biológicos ou arnbientais 

deve ser selecionado de forma a manter a precisão da dosagem do tratamento; 

(ii) Um diluente diferente de água ou solucão salina, usado para diluir ou dissolver a substância-teste ou a 

substância-controle positiva, deve possuir as seguintes características, na medida do possível: 

(a) Não alterar a absorqão, distribuicão, metabolismo ou retenção da substância-teste; 

(b) Não alterar as propriedades quimicas ou biológicas da substância-teste, nem aumentar, reduzir, ou 

alterar as características patoghicas ou tóxicas dessa substância; 

(c1 No nível usado no estudo, ela não deve produzir efeitos fisiológicos e não deve ser tdxica. 

(3) Controles para estudos biológicos e ambientais 

Os controles par? estudos biológicos e arnbientais são usados para assegurar que os efeitos 

observados estejam associados com a exposicão à substZincia-teste. Os grupos de controle apropriados 

devem ser identicos, em todos os aspectos, aos grupos tratados, exceto com relacão 3 exposiqão a substân- 

cia-teste; 

Em estudos envolvendo animais ou plantas, todos os controles deverão, dentro do possível, ser da 

mesma origem, da mesma idade, receber os mesmos cuidados e os mesmos nutrientes que os animais ou 

plantas que recebem a substância-teste; 

Para evitar tendências, o grupo tratado e o controle devem ser escolhidos aleatoriamente. 

(i) Controle negativo (não-tratado): 

Grupos de controle não-tratado são usualmente exigidos. Controles não-tratados não recebem substância- 

teste nem qualquer material auxiliar (veículo); 

(ii) Controle tratado com AMC inativado: 

Em certas circunstalncias, efeitos deletérios podem ser produzidos nos anirnais-teste por outros mecanismos 

diferentes da infeccão ativa (ex.: anafilaxial. Este grupo controle pode gerar informacões úteis na deter- 

minacão do mecanismo de patogênese; 

(iii) Controle do diluente 

(a) Se um diluente, diferente de Agua ou solu$ão salina, for usado para administrar a substância-teste, um 

grupo controle daquele diluente usado pode ser exigido. 0 s  grupos-controle recebem como tratamen- 

t o  somente o diluente, e este é usualmente administrado na mais alta dose utilizada em qualquer 

grupo-teste no estudo; 

(b) Como visto no parágrafo anterior, o diluente deveria ser selecionado de forma a não apresentar 

toxicidade nos níveis usados neste estudo, não ter efeito fisiológico e não alterar a química, 

patogenicidade ou texicidade da substância-teste. Se, entretanto, os dados existentes sobre os efei- 

tos do diluente forem insuficientes, testes com o diluente serão exigidos. 

(iv) Controle positivo: 

Geralmente não são exigidos. Eles servem como controle de qualidade interna, e demonstram sensibilidade 

e resposta conhecida do organismo-teste a agentes infectivos ou  tóxicos. São também usados para 

verificar se urna estirpe ou espécie reage similarmente a outra estirpe ou espécie, quando exposta a um 

agente infectivo ou tóxico conhecido ou padrão; 



(V) Histórico do Controle: 

Dados do histórico de controle são exigidos quando o órgão registrante deseja informacões sobre 

longevidade, doencas espontâneas ou outras características de uma espécie ou estirpe selecionada 

para estudo e para certos fins comparativos ou estatísticos. 

(4) Exigência de testes especiais 

Em adicão aos dados exigidos neste documento, dados derivados de outros testes poderão, em 

algumas circunstâncias, ser exigidos pelo órgão federal registrante. Tais dados serão exigidos quando surgi- 

rem problemas especiais. Os métodos a serem utilizados deverão já estar disponíveis na literatura ou descri- 

tos em outros protocolos. Os dados exigidos poderão estar relacionados ao padrão de uso proposto, ao modo 

de acão toxicológica ou a uma propriedade química ou microbiológica única. 

Procedimentos estatísticos: Métodos estatísticos apropriados devem ser utilizados para analisar os dados 

experimentais, expressar tendências e avaliar diferencas significativas entre os dados obtidos, nos diferen- 

tes grupos em teste. Os métodos usados devem refletir o atual estado da arte. 

Desvio-padrão e erro-padrão. Todas as médias dos dados devem ser acompanhadas por desvio-padrão, para 

indicar a variabilidade dos dados. Em adicão, os erros-padrão das médias devem também ser calculados, 

uma vez que eles são úteis para comparar médias de diferentes grupos de testes. Entretanto, diferencas 

estatísticas significativas, acompanhadas pelo nível de confianca ou probabilidade, podem também ser usa- 

das no lugar da determinacão do erro-padrão. Outros métodos de expressão de dados podem também ser 

usados quando necessários. Níveis de significância de diferencas e graus de liberdade de resíduo também 

devem ser fornecidos nas comparacões de médias. Dada a importância da adequada análise a ser realizada, 

ao final deste protocolo são apresentados aspectos básicos a serem considerados no planejamento experi- 

mental e na análise de dados (APÊNDICE 1) .  

Elaboracão de Relatórios: Deverá seguir os Princípios das Boas Práticas de Laboratório, de acordo com 

documento emitido pelo INMETRO-CTLEO6,1995. 

Cada teste descrito neste documento deverá satisfazer os requisitos listados a seguir, a menos que algum 

protocolo específico aconselhe outra apresentacão. 

Exigências gerais 

deve ser redigido um relatório final do estudo; 

recomenda-se o uso do Sistema Internacional de Medidas; 

o relatório final deve ser assinado e datado pelo Diretor de Estudo; 

os relatórios de outras áreas anexados ao relatório final devem ser datados e assinados pelo Pesquisa- 

dor Principal, responsável pelo estudo; 

correcões e aditamentos ao relatório final devem ser feitos em forma de adendo. O anexo deve especi- 

ficar claramente o motivo da correcão ou aditamento, e deve ser assinado e datado pelo Diretor de 

Estudos e pelo Pesciuisador Principal. 



Conteúdo do relatório final 

O relatório final deve incluir, sem se limitar, as seguintes informacões: 

identificação do estudo, do sistema-teste, da substância de referência e da substância de controle; 

um título descritivo; 

identificacão da substância-teste por código ou nome (nomenclatura internacional); 

identificacão da substância de referência por código ou nome (nomenclatura internacional); 

identificaçáo da substância de controle por código ou nome (nomenclatura internacional); 

caracterizacão da substância-teste, incluindo pureza, estabilidade e homogeneidade; 

identificacão e caracterização do sistema-teste; 

informacões sobre a unidade operacional. 

Nome e endereco; 

Nome do Diretor de Estudo; 

Nome de outras pessoas envolvidas significativamente no relatório final. 

Datas 
Datas em que os estudos foram iniciados e finalizados; 

Uma declaracão da Unidade de Garantia da Qualidade certificando em que datas foram realizadas 

inspecões e quando os resultados auditorais foram relatados ao Gerente e ao Diretor de Estudo. 

Materiais e métodos 

Descricão dos materiais e métodos utilizados; 

Referência aos procedimentos oficiais ou oficialmente reconhecidos. 

Resultados 

Sumário dos resultados; 

Todas as inforrnacões e dados constando do protocolo de estudo; 

Apresentação dos resultados, incluindo cálculos e m6todos estatísticos; 

Avaliacão, discussão dos resultados e conclusões. 

Arauivos e armazenamento 

Local onde todos os espécimes, dados brutos e relatório final estão arquivados ou armazenados. 
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PROTOCOLO DE AVALIACÃO 

PARTE I 
PRINCIPAIS ASPECTOS 

Este protocolo estabelece a necessidade para dois testes da Fase I em aves, para todos AMC'S: 

(1) teste de patogenicidadeltoxicidade oral aguda e (2) teste de patogenicidadeltoxicidade respiratória; 

O primeiro teste fornece dados sobre efeitos tóxicos em aves silvestres, perante a exposicão ao 

AMC ou a qualquer toxina por ele produzida. Também fornece dados sobre efeitos patogênicos resultantes 

de uma exposicão aguda via oral (ou injetável) e de efeitos patogênicos dos AMC'S em aves, mediante a 

exposicão devido à deriva ou volatilizacão. 

Todos os testes da Fase I, necrópsia, exame histopatológico, cultura e isolamento do AMC, devem ser 

realizados em tecidos que foram expostos e outros órgãos que mostrem anormalidades anatómicas ou 

fisiológicas. Em alguns casos, como as viroses, há uma preferência para certas células ou tipos de tecidos. 

Nestes casos, estes tecidos devem ser examinados independente de mostrarem ou não mudancas anatômicas 

ou fisiológicas. 

Progressão das Fases: se efeitos adversos forem observados nos testes da Fase I e os testes da Fase II 

indicarem exposicáo, testes da Fase III serão exigidos. Se efeitos sobre reproducão ou fertilidade, ou 

oncogenicidade forem observados nos testes da Fase III do Protocolo de Avaliacão Tóxicopatológica em 

Mamíferos, um teste de longo prazo de patogenicidade e efeito sobre reprodução em aves será exigido. Este 

teste fornecerá dados sobre efeitos de patogenicidade do AMC sobre aves, durante um período crítico de 

sua vida, procriacão e reproducão. 

A critério do órgão federal registrante, os testes de patogenicidadeltoxicidade oral aguda e pulmo- 

nar poderão ser dispensados se os testes com mamíferos não apresentarem resultados de efeitos adversos 

significativos ou se o AMC não crescer à temperatura de 37'C, visto que a temperatura corporal das aves 

é, no geral, superior a dos mamíferos. 

Efeitos patogênicos observados na Fase III e IV podem comprometer seriamente o registro do 

AMC. Além do mais, a realizacão de testes da Fase IV pode ser inviável, devido à impossibilidade de se 

confinar o AMC para a sua realizacão, de forma a evitar a contaminacão de áreas adjacentes. Neste caso, 

um teste simulado de campo seria possível, mas exigiria um modelo muito complexo. 

Testes "in vivo": o protocolo estabelece que os testes sobre organismos não-visados (aves e mamíferos) 

deve ser "in vivo". Wolf ( 1  975) sugeriu um procedimento misto na avaliacão da seguranca de Baculovirus, 

usando testes "in vivo" e testes em cultura de tecidos. Ignoffo (1 973) relatou que pelo menos 1 2  vírus, 

incluindo todos os principais grupos virais, têm sido testados "in vitro", em fibroblastos de embriões de aves, 

peixe ou células de mamíferos. Brusca et al. ( 1  986) mostraram que o VPN de Autographia californica pode 

penetrar os núcleos de 3 linhagens de células de vertebrados poecilotérmicos. 



Substância-teste: deve-se preferir utilizar a forma mais infectiva do AMC sempre que a infectividade repre- 

sente o risco de maior importância. Da mesma forma, quando a toxicidade representar esse mesmo risco, o 

organismo teste deve ser exposto a uma forma do AMC que produz as maiores quantidades de toxina. A via 

de administracão pode também ser importante na determinacão da forma a ser testada. 

Neste protocolo, o grau técnico do ingrediente ativo poderá ser empregado em todos os testes, exceto 

naqueles de campo real ou simulado, quando o produto formulado deverá ser utilizado para simular ou 

reproduzir uso real de campo. Qualquer substância utilizada na formulacão para aumentar a virulência ou 

toxicidade também deverá ser testada. 

Doses de Máximo Risco: As aves silvestres estarão expostas mais provavelmente através de sua dieta 

(insetos infectados e outros tipos de alimentos contaminados) ou através do produto em suspensão no ar 

(por deriva ou volatilizacáo). É difícil se determinar teoricamente a quantidade máxima de AMC que uma ave 

silvestre pode consumir, mas uma quantidade de 109 é possível. Devido às restricões anatõmicas, entende- 

se que esta dose nem sempre possa ser administrada. Desta forma, as doses orais ou injetáveis diárias 

recomendadas devem ser calculadas como se segue: 

Portanto, para um produto cujo PT contém 1 o9 unidadeslml, e considerando-se uma ave de 25 

gramas, a máxima dose diária seria: 

j.@ unidlml) x (5mlIKa) x (0,025 Ko) = 1.25 X 1 0  unid. de AMC 

OBS : A DOSE DEVE SER ADMINISTRADA EM ATÉ Sml/Kg 

Esta dose deve ser administrada por um período de 5 dias, de forma que a dose total que a ave 

receba oralmente, durante este período, seja de 6.25 X 108 unidades; 

Doses máximas para administração respiratória devem ser calculadas de forma semelhante, com 

excecáo do volume administradorque deverá ser reduzido de 5mllkg para 0.2 mllKg; 

Quando o AMC for usado por via injetável, ao invés de "5mllkg de peso corporal", deve-se utilizar 

O,Sml/kg de peso corporal para injecáo intravenosa ou 2mlIkg de peso corporal para injeção intraperitonial: 

Para AMC'S que produzem toxinas, frações desta dose devem ser calculadas para serem utilizadas diaria- 

mente por 5 dias. Deve-se apresentar uma justificativa convincente no caso de se reduzir o nível da dose de 

máximo risco. 

I - TESTES DA FASE I 

Testes desta Fase são exigidos para o registro de PF'S (Produtos Formulados) a serem utilizados em aplica- 

cóes externas e CF'S (Componentes de Formulacão) a serem utilizados para formular PF'S. 

Condicões gerais: Toda ave testada deverá estar aparentemente saudável para o inicio dos testes, sendo 

aclimatada em gaiolas com facilidades de alimentacão, antes do início do teste. A ave em cada gaiola será 

identificada por uma anilha colorida colocada no tarso; 



Espécies de aves testadas: deverão ser utilizadas nestes testes: as espécies Coturnix coturnix japonica 

(codorna japonesa) e Gallus gallus dornesticus (galinha doméstica). 

A codorna tem sido recomendada como a ave teste na harmonizacão internacional de protoco- 

los, como também tem sido usada com sucesso, demonstrando sensibilidade aos efeitos produzidos 

pelos produtos químicos tóxicos conhecidos. Também tem servido como uma boa espécie para labora- 

tório, com a qual tem-se reunido u m  grande número de dados básicos (LYNCH, 1995). 

Galinhas jovens também têm demonstrado sensibilidade aos efeitos produzidos por produtos quími- 

cos e agentes de controle microbiano de pragas, demonstrando ser boa espécie de laboratório. 

Idade: as aves usadas devem ter idade de 1 4  a 2 4  dias, no início do período do teste. Dentro de u m  mesmo 

teste, todas as aves devem ter idades muito próximas. 

Grupo teste: será formado por 15 aves. A via de administracão do AMC dependerá do tipo de teste realiza- 

do. A dosagem será calculada pela dose de risco máximo, se possível. A dose diária não deverá exceder 1 % 

do peso do corpo. A dose de máximo risco foi definida no início deste protocolo e deverá ser utilizada a 

mesma fórmula para cálculo. 

Grupo controle: três grupos de testemunhas devem ser utilizados: (1 ) testemunha negativa (não tratada); (2) 
testemunha tratada com AMC inativado (de forma a manter a integridade das células do AMC; (3) testemu- 

nha em que as aves são tratadas com filtrados esterilizados, obtidos de culturas do AMC. Todas as aves 

deverão ser manipuladas de maneira idêntica ao grupo teste. 

Número de aves por dosagem: cada tratamento e cada tipo de testemunha deve conter pelo menos 1 0  aves. 

Quando apenas u m  tipo de tratamento for testado, pelo menos 30 aves devem ser utilizadas para aquele 

teste. 

Concentracões dos tratamentos: se o AMC produz uma toxina, u m  número suficiente de concentracões do 

mesmo deve ser testado para determinar a toxicidade. Se o AMC não produz uma toxina, ou não foi 

identificada nenhuma toxina, apenas u m  grupo de aves precisa ser testado na dose de máximo risco. Se 

forem observados sintomas devido à toxicidade ou patogenicidade, doses sequencialmente mais baixas 

devem ser testadas. 

Preparacão da dose: a substância-teste será dosad3 s e q o  uso de um carreador, quando possível. Se neces- 

sário, a substância-teste será dissolvida ou suspendida em água destilada ou solucão salina estéril. 

Duracão do teste: grupos controle e tratados devem ser observados por, pelo menos, 30 dias após o início do 

teste. Se forem manifestadas sintomatologias e sinais de intoxicacão no final deste período, as observacóes 

devem continuar para se constatar a recuperacão, mortalidade ou coma inequívoca. No geral, recomenda- 

se o seguinte esquema para a primeira Fase do teste e suas duracões: 

aclimatacão: até 15  dias; 

jejum: até 15  horas antes da aplicacão; 

aplicacão: no dia do início dos testes 

observacão: até 14'dias após a aplicacão. 



Dieta durante o teste: todas as aves serão alimentadas com uma racão inicial, cuja formulacão deve ser 

especificada. Alimento e água serão colocados nas gaiolas durante a aclimatacão e o teste. O alimento e 

a água serão analisados periodicamente de acordo com procedimentos específicos do laboratório. As 

aves não receberão nenhuma forma de medicacão antibiótica na dieta durante o estudo. 

Manutencão e alojamento: Durante o teste, as aves serão alojadas em gaiolas (pequenos cercados) ou 

equivalentes e serão identificadas por um desenho diferenciado. Como sugestão, cada gaiola deve ter um 

teto de aproximadamente 25x51 cm. Os tetos deverão Ter inclinacão média de 2 0  a 2 6  cm. As paredes 

externas, o piso e o teto de cada incubatório i = unidade reprodutora) deverão ser construidos de tela de 

arame, enquanto as paredes laterais serão construídas de ferro galvanizado. As aves serão mantidas numa 

temperatura de aproximadamente 1 5-3O0C. A umidade relativa ambiente será registrada e a fotofase de 16  

h luz por 8h escuro será mantida. As gaiolas e as práticas de manejo serão seguidas através de procedimen- 

tos-padrão preestabelecidos nas BPL. 

Eliminacão da substância: amostras de fezes das aves-testes serão coletadas logo após a administracão 

inicial e diariamente durante os primeiros 7 dias após o tratamento, sendo também coletadas nos dias 14, 

21 e 28 do teste. As fezes por grupo serão examinadas quanto à presenca da substância-teste (AMC) para 

estimar "clearence" (eliminacão) do AMC, após a administracão por gavage. 

Necrópsia: as aves encontradas mortas durante o estudo serão necropsiadas por cortes patológicos finos. 

Quaisquer sinais de multiplicacão do AMC, como a formacão de plaquetas, serão registrados. Atencão 

particular será dada no exame do fígado, coracão, pulmão, dos sacos aéreos e do trato gastrointestinal. 

Qualquer evidência de multiplicacão do AMC será confirmada pela coleta dos tecidos, e estes serão subme- 

tidos a culturas para isolamento do AMC. 

Todas as aves sacrificadas no final do estudo serão necropsiadas. Infectividade ou persistência 

serão avaliadas pelo uso de técnicas para determinacão da presenca do AMC no tecido ou órgãos das aves 

mortas. O AMC teste será quantificado no rim, cérebro, fígado, pulmão, baco, sangue, nódulos linfáticos e 

diretamente em alguma lesão observada. 

Avaliacão dos testes: todas as aves serão observados pelo menos diariamente para se verificar as respos- 

tas toxicológicas ou patológicas e a mortalidade. Se os sintomas de toxicidade e mortalidade persistirem por 

28 dias, o período de observacão será estendido. Os seguintes dados devem ser observadoslrealizados: 

i1 obter o peso médio para cada grupo teste e testemunha no início do teste e semanalmente a partir de 

então; 

(2) pesar o total de alimento para cada grupo teste e testemunha a intervalos semanais; 

(3) anotar hora e data das mortalidades; 

(4) anotar qualquer sinal de intoxicacão, comportamento anormal e regurgitacão (se ocorrer alguma); 

(5) anotar qualquer sintomatologia patogênica ou modificacões patológicas; 

(6) realizar necrópsias e achados histopatológicos em todas as aves que morrerem antes do término do teste 

e em uma amostra representativa das que sobreviverem. A necropsia deve incluir diferentes órgãos: 

fígado, trato gastro-intestinal, rins, baco, sistema cérebro-espinhal. Amostras de sangue também devem 

ser analisadas. Incluir as técnicas apropriadas de reisolamento do AMC dos tecidos examinados; 



(7) anotar achados histopatológicos e das lesões observadas; 

(8) isolar os AMC dos tecidos (plaqueamento ou outros testes). 

Elaboracão do relatório: além das informacões especificadas no item Elaboracão dos Relatórios, na Secão 

"lnformacões Gerais", os seguintes dados devem ser registrados: 

(1 ) Espécies testadas; 

(2) Idade das aves testadas; 

(3) Peso de cada grupo teste e testemunha no início do teste e semanalmente a partir de então; 

(4) Análise de dieta (especialmente antibióticos); 

(5) Dimensões da gaiola; 

(6) Temperatura ambiente e umidade; 

(7) Fotoperíodo e iluminacão; 

(8) Consumo total de alimento para cada grupo teste e testemunha a intervalos semanais; 

(9) Método de preparacão do material teste, concentracão do AMC e total administrado; 

(10) Identificacão do veículo usado para dispersar o agente e quantidade média do veículo administrado a 

cada ave, se o veículo não for água; 

(1 1 ) Número de aves por grupo; 

(1 2) DL50 ou D150 em unidades apropriadas com intervalo de confianca de 95%. se apropriado; 

(1 3) Métodos usados para cálculo da DL50 ou D150; 

(14) Ângulo da linha dose-resposta, se apropriado; 

(1 5) Hora e data das mortalidades; 

(1 6) Qualquer sinal de intoxicacão, comportamento anormal e regurgitacão (se ocorrer alguma); 

(1 7) Qualquer sintomatologia patogênica ou modificacões patológicas; 

(1 8) Resultados de necrópsias e achados histopatológicos conduzidos em todas as aves que morrerem 

antes do término do teste e em uma amostra representativa das que sobreviverem. O relato da necrópsia 

deve incluir qualquer evidência de efeitos sobre os diferentes órgãos, incluindo fígado, trato astro-intesti- 

nal, rins, baco, sistema cérebro-espinhal. Amostras de sangue também devem ser analisadas. Os resulta- 

dos também devem incluir tentativas, usando técnicas apropriadas de reisolamento do AMC dos tecidos 

examinados; 

(1 9) Resultado de avaliacão clínica dos achados histopatológicos e das lesões observadas; 

(20) Resultados do significado clínico do isolamento de AMC nos tecidos. 

Teste de Patogenicidade e Toxicidade Oral (Fase I) 

O objetivo deste teste é avaliar a patogenicidadeltoxicidade de uma substância-teste adminis- 

trada oralmente para aves. 

A substância-teste será administrada por "gavage". Esta via de administracáo é selecionada porque 

permite que uma quantidade precisa da substância seja administrada para um peso de corpo específico. 

Essa via também se correlaciona a exposicão oral aguda usada em mamíferos. 

Aves teste: galinhas domésticas jovens (7 a 10  dias). No mínimo 3 0  aves, sendo 15 para o tratamento e 15 

para o controle. Durante o teste as aves deverão ser mantidas em gaiolas individuais. O peso das aves no 



início dos testes devera ser de 50 a 150g. Todas as aves serão aclimatadas em gaiolas que serão usadas nos 

testes, no mínimo 3 dias antes deles. A identificacão de cada ave será por etiquetas coloridas nas pernas. 

Dieta durante o teste: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I. 

Manutencão e Alojamento: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I. 

Grupo teste: será formado de 15 aves. Cada ave receberá o AMC por "gavage" diretamente no proventrículo 

ou papo, utilizando-se de uma canula de aco inox. A dosagem será calculada pela dose de máximo risco, se 

possivel. A dose diária não deverá exceder 1 % do peso do corpo. A dose de máximo risco foi definida no 

início deste protocolo e deverá ser utilizada a mesma fórmula para cálculo. 

Grupo controle: as aves deverão ser manipuladas de maneira idêntica as do grupo teste, recebendo doses de 

diluente utilizado ou solucão salina estéril, na dose volume máximo administrada as aves do grupo teste. 

Preparacáo da dose: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I. 

Avaliacões: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I. 

Eliminacão da substância: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I. 

Necrópsia: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I. 

Teste de PatogenicidadetToxicidade Pulmonar (Fase I) 

Dados sobre a patogenicidade inalatória aguda do AMC são exigidos para fins de registro do iaiPF a ser 

utilizado em aplicacões externas, para cada CF a ser utilizado legalmente para a formulacão de PF. Uma 

exposicão inalatória pode ser aceitável em lugar de instilacão e, para alguns AMC'S, o solicitante poderá 

conceder uma isencão deste teste, perante uma justificativa apropriada. 

Via de exposicão: O material a ser testado deve ser administrado por instilacão intranasal ou intratraqueal. 

Dependendo das propriedades físicas do agente em teste, uma via alternativa, tal como um aerosol, envol- 

vendo os tecidos respiratórios pode ser utilizada. Contudo, o uso de via alternativa precisa ser justificado. 

a) teste via instila~ão traqueal 

Nos testes de administracão do AMC via instilacão traqueal, 15 galinhas domésticas de 7 a 10 

dias de idade serão utilizadas. A dose testada será a de máximo risco, se possível. Cada dose não devera 

exceder 0,05ml, e devendo conter no mínimo 1 o6 unidades formadoras de colônias (CFUI. Um grupo de 1 5 

aves deverá ser mantido como controle. As aves em teste deverão ser observadas por um período mínimo 

de 28 dias, para avaliacão de respostas patolÓgicas/toxicológicaç. 

A instilacão traqueal é via de administracão preferida, porque permite que uma quantidade precisa da 

substancia-teste seja administrada em u m  peso de corpo específico. Esta via de administracão é também 

uma via potencial de exposicão do AMC no ambiente. 

Grupo teste: cada ave do grupo-teste receberá o AMC por "gavage" diretamente dentro da traquéia, utili- 

zando-se uma cânula de aco inox. 

2 4 



Grupo controle: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I. 

Preparacão da dose: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I. 

Avaliacões: seguir a rnetodologia descrita nas Condições Gerais dos Testes de PatogenicidadelToxicidade 

(Fase I). 

Eliminacão da substância: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes de Patogenicidadel 

Toxicidade (Fase I). 

Necrópsia: seguir a metodologia descrita nas Condicóes Gerais dos Testes de PatogenicidadeIToxicidade 

(Fase I). 

b) tes te  v ia  insti laqáo intranasal 

Seguir os mesmos procedimentos descritos para a instilacão traqueal. A única diferenca é que o grupo teste 

receberá o AMC diretamente nas fossas nasais. 

Teste de PatogenicidadelToxicidade Intravenosa (Fase I) 

Dados sobre a patogenicidadeltoxicidade intravenosa são exigidos para avaliar a toxicidade e 

patogenicidade de uma substância-teste IAMC) administrada por injecão intravenosa, em formas jovens 

de galinha doméstica. Esta via de inoculacão permite que uma quantidade precisa da substância-teste 

possa ser administrada. Ela também maximiza a exposicão das aves a substância-teste, uma vez que 

ultrapassa todas as barreiras naturais de defesa do organismo. 

Quinze galinhas jovens (7 a 10 dias de idade) e com peso de 5 0  a 150g serão injetadas com a 

substância-teste para o teste inicial. A dose será a de máximo risco, se possível. Cada dose náo excederá 

0.1 ml, contendo pelo menos 10' unidades formadoras de colõnias (CFU) por ave. As aves terão peso de 50 

a 1509 para o início do teste. Todas as aves testes serão aclimatadas em gaiolas que serão utilizadas no 

estudo, pelo menos 3 dias antes ao início do teste. As aves serão somente identificados pela coloracão das 

etiquetas das pernas. 

Grupo controle: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I. 

Dieta durante o teste: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I. 

Manutencão e Alojamento: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I 

Peso do corpo do animallComposicão do alimento: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos 

Testes da Fase I. 

Avaliacões: seguir a metodologia descrita nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I. 

Necrópsia: seguir a metodologia descrita nas Condições Gerais dos Testes da Fase I. 

Registros a serem armazenados: seguir a metodologia descritas nas Condicões Gerais dos Testes da Fase I. 



I PROGRESSÃO DA FASE: 

Se quaisquer sinais de patogenicidade ou de toxicidade forem observados em quaisquer das doses 

utilizadas, testes da Fase II serão exigidos. Em alguns casos, um teste subcrônico pode servir para um 

melhor entendimento dos efeitos observados na Fase I, eliminando a necessidade de desenvolvimento de 

testes da Fase 11. Se efeitos de toxicidade ou de patogenicidade não forem observados na Fase I, testes das 

Fases seguintes não são exigidos. Entretanto, a critério do órgão federal registrante, testes adicionais pode- 

rão ser requisitados se for determinada a existência de um risco potencial a aves, apesar dos resultados 

negativos da Fase I. 

Dados obtidos na Fase I serão utilizados em conjunto com informacões disponíveis sobre a forma de 

uso, especificidade e outros fatores para avaliar o potencial de efeitos adversos. 

II - TESTES DA FASE II: 

Esta Fase está descrita de forma detalhada na Secão deste documento denominada "Protocolo de 

Avaliacão do Comportamento do Agente Microbiano de Controle no Ambiente Terrestre", uma vez que se 

aplica a qualquer organismo não-visado. 

111 - TESTES DA FASE III: 

Os testes da Fase III são exigidos para o registro de cada PF e CF a serem usados para formular um 

PF, quando efeitos patogênicos ou tóxicos sobre aves forem observados em um ou mais testes da Fase I e 

os resultados dos testes da Fase II indicarem a exposicão, a longo prazo daqueles organismos terrestres, 

em níveis baixos de resíduos do AMC no campo. 

Teste de Patogenicidade Crônica e Reproduqão em Aves 

Estes testes têm o objetivo de determinar efeitos crônicos que poderiam ocorrer quando as aves são 

expostas a níveis baixos do AMC, por um longo período de tempo. 

Espécies Teste: A espécie selecionada deve ser a mesma utilizada para os testes da Fase I ou uma espécie 

de ave sugerida pelo órgão federal registrante. Outras espécies podem ser utilizadas, contanto que o reque- 

rente tenha justificativas convincentes para tal fato, baseadas em uma maior susceptibilidade da espécie 

selecionada ao AMC ou em consideracões ecológicas que impecam o uso das espécies recomendadas. 



Idade: As aves utilizadas devem estar se aproximando de sua primeira estação de reprodução. 

Controle: Um grupo testemunha B exigido e deve ser tratado com AMC inativado. 

i ipos de tratamento: Pelo menos duas concentrações do AMC devem ser utilizadas. Dentre elas, uma 
deve corresponder A concentração de resíduo real, ou esperada no campo, e um múltiplo deste. 

MBtodos de administração do AMC: sempre que possível, o AMC deve ser incorporado a alimentação 

. A viabilidade do AMC na alimentação deve ser analisada e uma nova alimentação deve ser preparada 

com uma frequgncia suficiente para assegurar que os animais testados recebam uma dose constante 

durante todo o estudo. Vias alternativas de administração podem ser sugeridas com anteced6ncia ao 

órgão registrante para um AMC particular. 

Número de aves por grupo: cada grupo tratado ou controle deve ter pelo menos 12 repetições, devendo 

haver um número mínimo de 12 aves por repetição. 

Duração da exposiçtio: as aves devem ser expostas aos alimentos tratados pelo menos 10 semanas antes da 

data prevista para oviposição, permanecendo expostas atravBs de toda a estação de oviposição. 

DuraçHo do teste: o teste não deve terminar antes de 14 dias após a eclosão dos últimos filhotes. 

Avaliaçáo dos testes: al6m das avaliações exigidas, descritas nas "Condições Gerais dos Testes de Aves", 

outras avaliações deverão ser conduzidas nos testes da Fase III: 

(1 Dados sobre os ovos e eclosão dos filhotes: 
Ovos postos por ave, por dia e por estação; 

Condições de incubação dos ovos: temperatura, umidade, número de ovos na incubadora, frequ6ncia de 

rotação dos ovos; 

Número de ovos fecundados; 

Número de eclosões; 

Porcentagem de eclosão; 
Número de embriões mortos; 

Anomalias físicas dos filhotes; 
Todos os sinais e sintomas clínicos observados; 

Mortalidade pós-eclosão; 
Peso de sobreviventes após 14 dias da eclosão. 

(2) Monitoramento do AMC: a concentração do AMC na ração deve ser monitorada semanalmente (ou mais 

frequentemente. se a viabilidade do AMC for curta). Para grandes quantidades de ração tratada, um 

mBtodo de amostragem estatisticamente aceitável deve ser empregado. 



Análise dos resultados e relatório: 

Além das informacões especificadas em "Elaboracão de Relatórios", na Secão "Informaqões Gerais" des- 

te documento, os seguintes dados devem ser apresentados: 

(1 1 Métodos utilizados na conducão dos testes descritos em detalhes ou referenciados adequadamente, no 

caso de se utilizar metodologia já publicada; 

(2) Idade; 

(3) Número e sexo das aves em cada grupo; 

(4) Identificacão individual das aves; 

(5) Cornposicão da dieta e aditivos (principalmente antibióticos); 

(6) Condicões de armazenamento da dieta e resultados de avaliacões periódicas do conteúdo de AMC; 

(7) Consumo diário de alimento (peso); 

(81 Observacões sobre a palatabilidade e a rejeiqão; 

(9) Condicões de abrigo das aves: espaqo disponível para acasalamento e nidificacão, acões tomadas para 

assegurar que as aves estariam protegidas de injúrias e programa de ilurninacão, incluindo fotoperíodo e 

intensidade luminosa em nível das aves; 

(1 0 )  Diagrama da disposicão dos tratamentos; 

(1 1 ) Temperatura, origem da água e sua caracterizacão microbiológica e química, caso não tenha se utilita- 

do água destilada; 

(1 2) Pré-teste e histórico dos organismos testados com respeito a tratamentos médicos e químicos; 

(1 31 Dados sobre os ovos e eclosão dos filhotes: usar as mesmas informacões obtidas na Avaliacão dos 

Testes da Fase Ilt; 

(1 4) Monitoramento do AMC: usar as mesmas informacões obtidas na Avaliacão dos Testes. 

Progressão da Fase: Se nenhum efeito patogênico for observado em níveis de exposicão de resíduos reais ou 

esperados no campo, normalmente nenhum teste adicional será exigido. 

Se efeitos patogênicos e/ou outros efeitos na reproducão forem observados em níveis reais ou esperados de 

exposicão ao AMC, as seguintes situaqões são esperadas: 

(i) O requerente reconsiderará a solícitacão de registro do produto; 

(ii) O órgão federal registrante irá rever todos os dados para uma tomada de decisão e exigir os testes da 

Fase IV. 

IV - TESTES DA FASE IV 

0s  testes da Fase IV, que são conduzidos em ambientes simulados ou reais de campo, podem não 

ser exequíveis se não existirem métodos adequados de contenqão ou quarentena do AMC. Se esses méto- 

dos forem disponíveis, então os testes da Fase IV serão exigidos. 

A exigência destes estudos será determinada caso-a-caso, quando efeitos adversos forem observados na 

Fase 111. O requerente deve consultar o Órgão federal com relacão a necessidade e à metodologia especí- 

fica a serem utilizadas 
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PROTOCOLOS ADICIONAIS s 
Nesta parte do protocolo foram incluídas algumas metodologias utilizadas para a realizacão dos 

testes de patogenicidadeltoxicidade em aves. 

Os procedimentos descritos foram elaborados pelo WILDLIFE International Laboratories Ltda - 

Easton, Maryland, Estados Unidos e fornecidos durante um curso organizado pelos autores deste volu- 

me, os quais foram autorizados a publicá-los. 

1. Alojamentos e condicões ambientais das aves em teste 

As aves para os testes deverão ser confinadas em baterias de gaiolas especiais. Como sugestão, 

recomenda-se o uso de gaiolas com um fundo medindo aproximadamente 78 x 51 crn. A distribuicão das 

aves por gaiola será por meio de sorteio indiscriminado. Cada gaiola devera acomodar 5 machos e 5 fêmeas. 

Cada grupo será identificado por um número da gaiola e as aves deverão ser mantidas em ambiente com 

temperatura de aproximadamente 20-30°C. A umidade relativa do ambiente deverá ser de 40-80% e sera 

mantido o fotoperíodo de 8 horas de claridadeJl6 horas de escuridão. 

2. Observacões clinicas das aves 
Observacões clínicas das aves serão feitas nas gaialas. A freqüência das observaqões durante o estudo será 

especificada no protocolo, entretanto as observacões das aves em aclimatacão e os testes de verificacão 

de patogenicidadeitoxicidade geralmente são feitos diariamente. Observacões clínicas incluem anotacão da 

aparência física de cada ave; seu comportamento geral; sua plumagem; locomocão e reacão para a presen- 

$a do observador. Se as aves forem mantidas em grupos ou casais, deve-se dispensar atencão para as 

interacões com as outras aves da gaiola. 

As anotacões das observacões das aves em aclimatacão serão mantidas na folha de dados sobre 

aclirnatacão, enquanto aquelas dos testes definitivos serão rnantidas nas folhas de observacão, nci conjunto 

de dados da autópsia. Se sinais de toxicidadeipatogenicidade ou mortalidade persistirem por um período de 

14 dias, o período de observacão deverá ser prolongado. 

3. Peso da ave/alimento consumido 
O peso de cada animal sera tomado no inicio do teste e nos dias 3, 7 e 14 do mesmo. O cálculo 

estimado de alimento consumido será determinado para cada grupo de dosagem e controlado para os perí- 

odos 0-3,4-7 e 8-1 4. Se o teste e prolongado, o peso da ave e o alimento consumido serão calculados no 

término. Se o teste se prolongar para mais 7 dias, o peso da ave e o consumo de alimento serão medidos pelo 

desempenho semanal e no final do teste. A exatidão do valor do alimento consumido poderá ser afetada pela 

perda inevitável de alimento pela ave. Nenhuma tentativa deverá ser feita para quantificar a quantia de 

perda de alimento, pelo fato dela estar normalmente espalhada e misturada com a água e as fezes. 

3.1. Determinacão do peso do corpo da ave 

As aves serão pesadas em balancas elétricas de prato superior ou outro instrumento apropriado. 



Aves designadas para medicão e pesagem corporal deverão ser cuidadosamente removidas de suas gaiolas 

e colocadas em recipientes de pesagem apropriados, construídos em plástico, papelão ou outros materiais. 

Os recipientes deverão ter forma e tamanho apropriados para reter as aves sem sofrimentos. 

Geralmente o peso é medido arrendondando-o para o grama mais próximo. Entre cada pesagem, a 

balanca deverá ser checada para assegurar se está zerada. O recipiente de pesagem será pesado na balanca 

antes da adicão da ave; o peso líquido de cada ave ou grupo delas será anotado na coluna apropriada do 

formulário de controle de peso. 

Se os pesos individuais não forem determinados, o número de aves pesadas será anotado no local 

apropriado do formulário de controle de peso. Se os pesos individuais forem determinados, cada identifica- 

cão da ave e seu peso serão anotados. Após pesagem, as aves deverão ser cuidadosamente recolocadas nas 

gaiolas apropriadas. No término da fase do estudo em vida, as aves deverão ser pesadas antes da eutanásia 

ou logo em seguida. 

3.2. Alimentacão e Consumo de Alimento 

Durante a alimentacão das aves, a pessoa responsável pelo procedimento deverá sempre utilizar 

equipamento individual de seguranca, incluindo luvas descartáveis, máscara ou respirador, roupa de labora- 

tório ou avental; 

A alimentacão dos controles (testemunhal deverá ser manipulada primeiro, sendo seguida pelo 

aumento da concentracão de alimentacão tratada (Se este procedimento não for seguido, as vasilhas devem 

ser esvaziadas e as luvas trocadas entre cada concentracão e dieta do controle); 

Antes de colocar cada vasilha de alimento para as aves, o peso de cada comedouro somado com 

o peso da comida será determinado em balanca apropriada, calibrada antes do uso. Alternativamente, 

somente o peso da comida será pesado, mas deverá ser anotado no formulário; 

Quando uma série de comedouros for pesada, a balanca deverá ser checada entre cada pesagem, 

para se certificar que ela esteja zerada; 

Se alimentacão adicional for exigida entre as medidas de consumo de alimento agendadas, ela 

será pesada e adicionada aos comedouros, usando os métodos descritos acima. A quantidade de alimento 

adicional deverá ser anoiada e colocada no espaco apropriado; 

No final de cadaintervalo de pesagem da comida (especificado no protocolo), o peso do comedouro 

mais o peso do alimento restante no comedouro serão determinados. Se somente o alimento (sem o comedourol 

foi pesado no início do intervalo de pesagem da comida, então apenas o alimento restante será pesado no 

final do intervalo. Esta medida será anotada devidamente na secão alimento consumido do formulário; 

O consumo de comida será determinado pela diferenca entre o fornecido e o recolhido. A certeza 

do nível de consumo do alimento poderá ser afetada pelo desperdício de comida pelas aves; 

A média de alimento consumido por ave por dia poderá ser determinada dividindo-se o valor do 

alimento consumido pelo número de aves. Dia da Ave é definido como o número de aves vivas em uma gaiola 

experimental, durante um período de 24 horas multiplicado pelo número de períodos de 24 horas; 

Se todas as aves morrerem antes do último dia do intervalo de medida de consumo de alimento 

especificado no protocolp, o alimento restante será pesado, mas o valor do consumo de alimento não será 

calculado para este intervalo de tempo. O alimento poderá ser pesado a qualquer hora durante o restante do 



intervalo. O valor para o consumo de alimento não calculado será representado como um "-" no relatório da 

autópsia e anotado como um valor que não foi calculado, por ocasião da mortalidade total; 

Se o consumo de alimento é calculado diariamente em um período curto de estudo (ex.: 14 dias), 

a data em que o alimento é trocado deve ser anotada, assim como o número de dias da ave; 

Na ocasião em que o alimento de um comedouro aparecer inadvertidamente molhado, o comedouro 

será removido oferecendo-se um alimento fresco, com a apropriada concentracão da substância-teste. O 
diretor do estudo ou pesquisador principal irá determinar se os dados estão em risco e em qual caso se 

secará o alimento. O método de secagem será escolhido pelo diretor do estudo e será documentado no 

relatório da autópsia. 

4. Identif icacão d e  aveslgaiolas 

4.1. Identificacão Individual de Aves 

1 - O  protocolo de estudo irá indicar se a identificacão individual da ave é necessária. 

2 -Indivíduos deverão ser identificados por anilhas atadas a perna, a asa, ao pé ou ao pescoco. Números 

aplicados e cores das anilhas serão anotados. Se a cor for marcada, o seguinte código poderá ser usado: 

V - vermelho Az - azul Am - amarelo 

Vd - verde A ou AI - alumínio 

3 -Alternativamente, as aves poderão ser identificadas por um dedo cortado elou membrana interdigital 

cortados. A tesoura ou outro instrumento adequado é usada para remover completamente a unha do 

dedo designado ou para fazer um corte de aproximadamente 1 cm na membrana interdigital correndo 

paralelamente ao dedo. Dedos elou membranas cortados deverão ser anotados no relatório da autópsia. 

Membranas cortadas normalmente são representadas diagramalmente, enquanto dedos cortados são 

designados por uma letra (E para pé esquerdo e D para p6 direito) e um número representando o digito 

(contando do 1 dedo ou halux). Dedos e membranas cortados são representados como se segue: 

ex: E 4  = quarto dedo do pé esquerdo 

4.2. Identificacão das gaiolas 

1 -Cada gaiola será identificada por uma letra única elou um número. A etiqueta com a identificacão será 

afixada em cada gaiola ou a identificação deverá ser feita diretamente na gaiola com urn marcador 

permanente. Conjuntos de gaiolas (ex.: baterias de criadourosl deverão receber uma letra designando o 

conjunto com um número para as gaiolas. individualmente. A numeracão da gaiola deverá ser feita no 

topo ou no topo esquerdo da mesma. 

2 - Identificadores das gaiolas deverão ser anotados no relatório da autópsia ou, se as aves estiverem em 

aclimatação, na folha de observacão diária para o registro de aclimatação. 

3 -No início do teste, uma etiqueta contendo o número do projeto e a dosagem aplicada ou a concentracão 

da dieta deverá ser afixada em cada gaiola ou na primeira gaiola de um conjunto. 

4 - Cornedouros serão etiquetados com o correspondente número da gaiola para que durante os estudos, 

quando a racão for removida dos comedouros e os mesmos reenchidos, eles sejam recolocados nas 

gaiolas das quais foram removidos, em ordem, para minimizar a contaminacão cruzada entre tratamen- 

tos. 



5. Necrópsia das aves 

Quando uma necrópsia menos detalhada (grosseira) for requerida no protocolo aprovado, ela deverá ser 

executada tão logo possível após a ave ser encontrada morta ou eutanizada. Se as aves não puderem ser 

necropsiadas imediatamente (ex.:: quando as aves são encontradas mortas ou eutanizadas no fim do dia, em 

fins-de-semana ou em feriados) elas deverão ser guardadas em refrigerador ou câmara fria até a necrópsia. 

Nesses casos, a necrópsia deverá ser executada tão logo quanto possível, normalmente no primeiro dia 

regular de trabalho. 

Este tipo de necrópsia inclui: uma inspecão geral da aparência externa da ave, o trato digestivo, o 

figado, os rins, o coracão, os pulmões, o baço e o sistema reprodutor. Todas as observacões patológicas 

feitas, bem como outras informacões necessárias, serão anotadas no formulário de necrópsia não detalha- 

da. 

As seguintes abreviacóes poderão ser usadas para descrever as observacões: 

NE - não encontrado 

LC - lesão na cabeça 

LP - lesão no pé 

AN -aparência normal 

PO - peritonite por rompimento do ovo 

Códigos adicionais poderão ser utilizados e deverão ser anotados na folha de interpretacão dos 

códigos. 

A carcaça e alguns tecidos que restam no término do exame patológico serão eliminados por 

incineracão, ou por outro método especificado pelo protocolo ou pelo coordenador. 

O descarte/eliminacão das aves será feito em concordância com as regulamentacões locais, esta- 

duais ou federais. 

As aves que requerirem uma avaliação mais apurada que aquela obtida pela necrópsia menos 

detalhada, deverão ser enviadas para o Laboratório de Patologia ou outra organização capaz de realizar a 

avaliacão necessária. Aves submetidas a uma avaliacão de outro laboratório devem ser congeladas, refrige- 

radas ou mantidas em temperatura ambiente, dependendo do tipo de avaliacão patológica que será execu- 

tada e de quão rápida será feita. O diretor do estudo e os patologistas irão determinar o melhor método de 

armazenamento das carcacas. 

6. Dest ino f inal  das aves util izadas 

Em cada término de teste, a ave utilizada será sacrificada por meio de dióxido de carbono, deslocacão 

cervical ou outro método apropriado. O método utilizado será documentado. Toda ave será conduzida ao 

incinerador ou outro local apropriado. 



PROTOCOLO DE AVALIACAO TOXICOPATOL~GICA 
EM ARTRÓPODOS BENÉFICOS: PREDADORES, 
PARASITÓIDES E POLINIZADORES 

PARTE I1 
PRINCIPAIS ASPECTOS 

Muitos AMC'S são selecionados elou desenvolvidos com base em sua capacidade de controlar 

insetos. Desta forma, insetos não-visados representam um grupo de alto risco, sendo, em muitos casos, 

muito próximos dos organismos visados. Se por um lado existem poucos insetos não-visados de importân- 

cia econômica, por outro existem muitos insetos não-visados que desempenham papel importante nos 

processos ecológicos e podem beneficiar o ser humano indiretamente. 

O círculo de hospedeiros de um AMC é um fator de risco importante na avaliacão de um 

biopesticida. Normalmente, ele é determinado sob condicões de laboratório (círculo de hospedeiros fisioló- 

gicos), o que nem sempre corresponde ao círculo de hospedeiros ecológicos que ocorre em condicões de 

campo. Extrapolacões de resultados de laboratório para campo nem sempre são reais e devem ser cuida- 

dosamente avaliadas, no sentido de não serem eliminados os candidatos promissores ao controle biológico 

de artrópodos. 

Cada experimento para se determinar o círculo de hospedeiros de laboratório deve ser delineado 

para cada tipo específico de AMC e hospedeiro, sendo impossível desenvolver um protocolo geral do tipo 

"receitas de bolo". 

Por motivos de ordem prática, este documento determina e aceita o uso de representantes de 

alguns artrópodos benéficos para a realizacão dos testes exigidos pelos órgãos federais registrantes. As 

informacões desses testes serão utilizadas, conjuntamente com os dados do circulo de hospedeiros (conhe- 

cidos durante o desenvolvimento do produto), para o conhecimento mais preciso da gama total de hospedei- 

ros do AMC. 

Testes de toxicidade e patogenicidade em artrópodos predadores ou parasitas e polinizadores são 

indicados para todos os AMC'S. A escolha dos artrópodos benéficos é feita pelo solicitante, o qual deverá 

utilizar representantes dos grupos que mais provavelmente estarão expostos, sob as condiqões de uso do 

AMC,apresentando algum relacionamento importante com a praga a ser controlada. O requerente deverá 

justificar a razão da escolha das espécies feita por ele. 

Procedimentos Gerais 

I -  Vias de Administracão do AMC 

A melhor via de exposicão dependerá do tipo de AMC utilizado, da exposicão do artrópodo bené- 

fico aos agentes microbianos e da forma de parasitismolpredacão do organismo não visado. As vias de 

exposicão devem simular, sempre que possível, as encontradas no campo. 



(1 ) Víms ou Bactérias: Quando esses AMC'S tiverem um parasitismo de desenvolvimento interno, os artrópodos 

não-visados poderão ser alimentados com hospedeiros infectados pelo vírus ou pela bactéria. Entretanto, 

se forem mantidos "in vitro", o vírus ou a bactéria poderão ser adicionados à dieta. Deve ser lembrado 

que, no geral, para vírus e bactéria, a melhor via de infeccão é a oral por ingestão. 

(2) Protozoários: adultos e estágios imaturos de parasitóides e predadores devem ser expostos aos 

protozoários. No caso de predadores, os estágios imaturos podem ser alimentados com hospedeiros 

infectados com o protozoário por um período de tempo e então analisados para verificar se foram 

infectados. Neste caso, a melhor forma de administracão é a oral e por contato.No caso de parasitóides, 

hospedeiros previamente infectados podem ser expostos ao parasito, como também hospedeiros 

previamente parasitados podem ser alimentados com protozoários. Parasitóides de hospedeiros 

infectados devem ser examinados para verificar se estão infectados pelo protozoário. 

Se possível, um parasitóide primário, díptero ou himenóptero deve ser testado. 

A melhor via de infeccão para adultos de himenópteros e dípteros é a administracão oral de esporos de 

protozoários. Insetos predadores também podem ser alimentados desta maneira. Entretanto, alimentá- 

10s com hospedeiros vivos de idade conhecida, previamente infectados, é mais apropriado. Em ambos os 

casos, é difícil se determinar a quantidade de esporos consumidos. Caso ocorra infeccão do adulto do 

parasitóide ou predador, deve-se examinar a possibilidade de transmissão transovariana ou transovular. 

(3) Fungos: no caso de fungos entomopatogênicos, as condicões ambientais no momento da exposicão são 

da maior relevância. A melhor via de administracão é por contato; de forma alternativa, pode se usar a 

ingestão oral através do alimento e a injecão contendo a suspensão do AMC, diretamente no hemocele 

do artrópodo. 

Controle: Um grupo testemunha deve ser utilizado, sendo tratado com o material de cultivo ou propagacão 

do AMC, contendo ou não o AMC em uma forma não viável (inativado). 

ii - Duracão do Teste 

(1) Vírus: insetos testemunhas e tratados devem ser observados por pelo menos 30 dias após a administra- 

cão do AMC. Quando um artrópodo não puder ser mantido durante todo este período, o teste deverá 

continuar at6 que a mortalidade do grupo testemunha atinja 20%. Em casos em que sinais, sintomas e 

patologias sejam detectadas, os artrópodos tratados devem ser examinados em detalhe nos estágios 

finais de infeccão, quando moribundos. Quando morrerem, é essencial que a etiologia da infeccão seja 

estabelecida. 

(2) Protozoários: A duracão do teste deve ser determinada caso-a-caso. O estágio mais apropriado para a 

conclusão do teste é a presença dos estágios vegetativos do protozoário nos tecidos dos artrópodos 

teste. Os esquisontes podem ser detectados no interior de tecidos suspeitos, fazendo-se um esfregaco 

corado com Giemsa e examinando-se a lâmina em microscópio óptico sob imersão. 0 s  artrópodos não- 

visados devem estar vivos quando os tecidos forem removidos para se fazer o esfregaço, porque os 

esquisontes são frágeis e usualmente destruidos por outros microrganismos ou deformados após a morte 

do hospedeiro. 

Esporos de protozoários podem ser utilizados como indicadores da infecção. Entretanto, se essa não for 

intensa, os poucos esporos por ventura detectados podem ter vindo com o inóculo. Mas se os esporos 

forem abundantes nos tecidos dos insetos não-visados, é provável que realmente se trate de infeccão. 



Uma outra forma de confirmar infeccão é através de histologia, usando métodos padrão e procurando 

esporos e efeitos patogênicos. O ponto final do estudo deve ser imediatamente antes da morte do 

organismo ou após o período de tempo determinado. 

A morte do artrópodo teste se constitui num bom marco para o término de estudos, se o protozoário for 

virulento. Entretanto, desde que a maioria dos protozoários tenha um efeito crônico, mudancas de com- 

portamento, tamanho ou cor podem ser utilizados para se determinar o final da O ~ S ~ N ~ C ~ O .  Em qualquer 

caso, um exame microscópico para se procurar esquisontes ou esporos é essencial para se confirmar a 

(3) Fungos: A duracão dos testes deve ser limitada a 8-10 dias ou mais, dependendo do AMC em uso. O 

Tempo de Mortalidade 50 (TM50) é considerado o parâmetro mais confiável para bioensaios com fungos 

no laboratório. A patogenicidade deve ser confirmada pela identificacão do agente no artrópodo inocula- 

do e através do plaqueamento em meio de cultura apropriado. 

(4) Bactérias: Artrópodos testemunha e tratados devem ser observados por 21 -30 dias após a administra- 

cão do AMC, se possível. Nos casos em que o inseto não puder ser mantido por este período, as observa- 

cões devem continuar até que a mortalidade do grupo testemunha atinja 20%. A patogenicidade deve 

ser confirmada pela identificacão do AMC no inseto inoculado e pelo plaqueamento em meios de cultura 

apropriados. 

TESTES DE PATOGENICIDADE/TOXICIDADE DA FASE I 

Predadores e Parasitóides 

Testes da Fase I são exigidos para o registro de PF'S a serem utilizados em aplicacões externas, 

quando a forma de uso proposto indicar que artrópodos predadores elou parasitóides podem estar expostos 

ao AMC (iaIPT) e CF'S a serem utilizadas para formular PF'S. 

Substância-teste: Sempre que possível, devem ser utilizadas diversas doses, até o máximo de 1000 vezes a 

dose correspondente a DL50 ou CL50 do patógeno em seu hospedeiro natural, ou 1 O a 1000 vezes a dose 

recomendada para aplicacão no campo. 

Espécies a serem Testadas: Os testes devem ser conduzidos com três espécies de artrópodos, representan- 

do pelo menos dois dos seguintes grupos: ácaros predadores da família Phytoseiidae, insetos predadores das 

ordens Coleoptera, Hemiptera e Neuroptera e insetos parasitos das ordens Diptera e Hymenoptera. 

Devem ser considerados na escolha os critérios descritos anteriormente e a etiologia de agente 

microbiano a ser testado: 

( I )  vírus, bactérias e fungos: Os testes devem ser conduzidos com 3 espécies de artrópodos representativas 

dos parasitóides e predadores conhecidos ou suspeitos de atacarem o organismo visado, ou que ocupem 

o mesmo habitat ecológico e sejam importantes agentes de controle no ecossistema em que o AMC será 

utilizado. 

(2) protozoários: Ao se selecionarem as três espécies de artrópodos não-visados, pelo menos uma deve ser 

um parasito importante do organismo visado. Muitos protozoários têm uma ampla gama de hospedeiros. 

Por esta razão, recomenda-se que mais de três espécies de organismos não-visados sejam testadas. 



A despeito de não haver no Brasil tradicão na área de criacão de insetos, incluindo insetos prejudi- 

ciais e benéficos, nos últimos anos tem ocorrido um interesse crescente pela área e vários laboratórios em 

nosso país já têm infra-estrutura e conhecimentos básicos suficientes para produzirem tais insetos. 

A relacão abaixo sugere os insetos benéficos que poderiam ser usados como organismos teste e 

que estão disponiveis em criacões de laboratório no Brasil ( Parra, 1995). 

I . Parasitóide: Ordem Hymenoptera 

ovos: 

Trichogrammapretiosum Riley (Trichogramrnatidae) 

Trichogramm galloi Zucchi (Trichogrammatidae) 

Trissolcus basalis (Wallaston) (Scelionidae) 

larvas: 

Endoparasitóide: Coresia flavipes (Cameron) (Braconidae) 

Eçtoparasitoide: Habrobracon hebefor (Say) (Braconidae) 

pupas: 

Spalangia gemina Boucek (Pterornalidae) 

Ordem Diptera 

Mefagonisf ylum minense Town . (Tachinidae) 

Paratheresia claripalpis Wulp. (Tachinidae) 

I I. Predadores: Ordem Coleoptera 

Calosoma spp. (Carabidae) 

Olla v-nigrum (Mulsant){Coccinellidae) 

Cycloneda sanguinea EL.)(Coccinellidael 

Ordem Hemiptera 

Podisus spp. (Pentatomidae) 

Ordem Neuroptera 

Chrysoperla externa IHagen)IChrysopidael 

Insetos Aquáticos 
Quando houver possibilidade de exposicão de organismos aquáticos ao AMC, Daphnia, ou a urna 

espécie de inseto aquático, ou a ambas, dependendo da forma de uso do AMC, a identfficacão de toxicidadel 

patogenicidade na Fase I automaticamente determinará a necessidade de testes adicionais 

0 s  testes com organismos aquáticos estão descritos no "Protocolo de Avaliacão Toxicopatológica 

em organismos não-visados do ambiente aquático" - Volume 3, da série "Protocolos de Aval ia~ão de Agenes 
I 
Microbianos de Controle de Pragas para Fins de Registro". 

Outros Artrópodos Benéficos: Abelhas 
Organismos teste: Este teste deve ser conduzido com abelhas (Apis mellifera), adultas operárias. Quando 

possível, são recomendados testes com espécies de abelhas nativas, que ocorrem no agroecossistema que 

o AMC irá ser utilizado. 



Metodologia d e  conf inamento d e  abelhas: A metodologia sugerida se baseia naquela desenvolvida 

pelo Departamento de Entomologia da ESALQ-USP (Marchini et  al., comunicação pessoal), que tem permi- 

tido a sobrevivência de abelhas confinadas por mais de 3 0  dias, tendo sido utilizada com sucesso nos testes 

de especificidade de AMC. 

Quadros contendo pupas de Amellifera são retirados das caixas de criação e colocados em estufas IBOD) a 

34'C. até a emergência dos adultos. Os recém emergidos são marcados com tinta branca não-tóxica e 

liberados na colméia de origem, juntamente com os demais adultos. Ali permanecem, por uma semana, para 

o vôo de defecacão, uma vez que esse inseto não defeca dentro da colméia. No final de uma semana, as 

abelhas marcadas são recapturadas com aspirador manual e colocadas em quadros com armação de madei- 

ra de 9,Ocm de altura x 17.8cm de largura, recobertos com tela plástica e mantidos em estufa BOD a 34'C. 

por até 24h antes do início do teste. A alimentacão oferecida é a pasta de "Candi" e água. 

Dados obtidos em vários testes realizados permitiram obter longevidade média das abelhas por 

mais de 3 0  dias, a 34'C, em condicões de estufa e escuro total (Marchini, comunicação pessoal). 

Metodologia do tes te  d e  patogenicidadeltoxicidade 

Vias de administracáo: vai depender do AMC em estudo: 

(I) bactérias e vírus: a administracão via alimento é a melhor maneira. Neste caso, o AMC poderá ser 

misturado em solução de sacarose 50% (plvl e fornecido as abelhas. 

(2) fungos: as abelhas poderão ser expostas por contato tópico ou caminhamento. Neste caso, permite-se a 

abelha caminhar por um período de tempo em uma superfície pré-tratada com a suspensão do fungo (becker, 

folha da planta) ou alternativamente uma gota da suspensão do fungo poderá ser aplicada topicamente em 

seu tórax. 

Protozoários: seguir recomendações gerais para organismos benéficos descritas anteriormente. 

No caso de vírus, bactérias e fungos, uma via de administração alternativa é a injeção do AMC 

diretamente na hemocele das abelhas. Este procedimento tem sido testado com sucesso em abelhas (comu- 

nicado pessoal). 

Testemunhas: vide "Predadores e parasitóides". 

Duracão do Teste: vide "Predadores e parasitóides". 

TESTES DA FASE I I  

Os testes desta Fase estáo descritos no Protocolo "Comportamento do Agente Microbiano de 

Controle no Ambiente Terrestre" deste documento.Têm como objetivo estudar a capacidade de 

replicacão,sobrevivência e persistência do AMC no ambiente onde vive o organismo não visado, afetado 

adversamente pelo AMC na Fase I. 

No caso dos dados obtidos nesta Fase indicarem que insetos náo-visados estarão expostos ao 

AMC, o requerente deverá consultar o órgão federal de registro sobre a necessidade de conduzir testes da 

Fase III. 



TESTES DA FASE III 

Para todos os AMC'S, a Fase III consiste de testes avancados que buscam detalhar especifica- 
mente os efeitos adversos identificados nas fases anteriores. Tais testes poderão ser conduzidos em 

condicóes simuladas ou reais de campo, devendo sempre ser elaborados em comum acordo com o órgão 

federal registrante. 

TESTES DA FASE IV 

Compreende testes simulados ou reais de campo determinados caso-a-caso, quando efeitos adversos forem 

observados na Fase III. O requerente deverá consultar o órgão federal registrante com relação à metodologia 

especifica a ser utilizada. 
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PROTOCOLO DE AVALIACÃO TOXICOPATOLÓGICA 
EM ORGANISMOS BENÉFICOS DO SOLO: MINHOCAS 

PARTE III 
PRINCIPAIS ASPECTOS 

Sendo o solo o principal reservatório dos AMC'S aplicados, os anelídeos estarão sempre sujeitos à 

exposicão aos AMC'S e, portanto, com potencial de serem afetados por esses. 

Susbstância-teste: A forma do material a ser tomado como substância-teste já foi discutida anteriormen- 

te neste protocolo. Em adicão, outras substâncias usadas para aumentar a virulência ou toxicidade 

também devem ser testadas. Sempre que possível, deve-se utilizar 10 a 1000 vezes a dose recomenda- 

da para aplicacão no campo. 

Espécies teste: 0s  testes devem ser conduzidos com minhocas Eisenia foetida ou outra espécie representa- 

tiva do solo, como a Pontocolex sp. 

A seleção das espécies a serem testadas é de responsabilidade do requerente, devendo este 

justificar a escolha. 

Controles: Um grupo de organismos deve ser testado, utilizando-se os líquidos usados na suspensão da 

substância-teste (água, solucão salina, ou o meio de cultivo ou propagação do AMC) sem a adicão da 

mesma. Além do grupo testemunha, um outro grupo denominado Testemunha negativa (ou controle 

inativado) também é indicado neste caso, os organismos serão testados utilizando-se os líquidos usados na 

suspensão da substância-teste e o microrganismo inativado. Neste último caso, o processo mais utilizado 

é a autoclavagem (1 20°C, por 20 minutos) do conjunto liquido-microrganismo. 

Vias de administracão: O AMC será adicionado a um solo artificial enriquecido com matéria orgânica, 

oferecendo a possibilidade de exposicão dermal e oral. 

Duracáo do teste: Os organismos testemunhas e tratados devem ser observados por, pelo menos, 14 dias 

após a administração do AMC. 

Confirmacáo: Uma forma de se confirmar infeccão é através de histologia, usando mbtodos padrões e 

procurando partículas do AMC através de análise microbiológica. Os testes serão apresentados com maior 

detalhamento nos itens seguintes. 



TESTES DE PATOGENICIDADE/TOXICIDADE DA FASE I 

O seguinte procedimento operacional padrão descreve os métodos usados na conducão de teste 

de toxicidade aguda com minhocas Eisenia foetida em um solo artificial como substrato. 

Resumo: Cinco grupos de minhocas serão expostos a várias concentracões da substância-teste, por um 

período de 1 4  dias, em solo artificial. Serão feitas observações de mortalidade e sinais de toxicidadel 

patogenicidade. 

Procedimento: Cinco grupos de minhocas serão expostos a um solo artificial, precisamente definido, ao qual 

uma série de concentracões da substância-teste foi previamente adicionada. Serão feitas observacões de 

mortalidade e sinais de toxicidadelpatogenicidade. A metodologia aplicada neste estudo foi baseada em 

procedimentos especificados nas diretrizes OECD 207 " Diretrizes para teste de produtos químicos em 

minhocas, teste de toxicidade aguda da Organizacão para Desenvolvimento e Cooperacão Econômica" e nos 

protocolos do Wildlife International Lab. A mortalidade pré-teste será monitorada por 24 horas, antes do 

início do teste. As minhocas serão transferidas para placas de cultivo, com solo artificial. Uma contagem 

inicial e final das minhocas sendo aclimatadas determinará a mortalidade pré-teste. Qualquer grupo que 

exibir mais que 10% de mortalidade não será considerado para fins do teste proposto. 

1. Preparo do solo artificial - Mistura inicial 

a. O solo artificial é preparado utilizando os seguintes materiais (base seca): 
- 70% de areia ( 2mm de diâmetro) 
- 20% de argila - caulim 

- 10% de turfa 

Após a pesagem dos materiais acima citados 

b. Os três primeiros itens adicionados na proporcão correta serão homogeneizados em um misturador tipo 

HOBART ou similar; 

c. Três amostras de solo serão coletadas para determinacão do pH do solo; 

d. Se necessário, o pH será corrigido para 6.0 a 6.5. com carbonato de cálcio; 

e. A umidade inicial desta mistura será determinada em três subamostras (aproximadamente 1 Og cada), que 

serão secas a 105OC e pesadas até atingir peso constante. A percentagem de umidade é determinada 

pela seguinte fórmula: 

peso inicial do solo - Deso do solo a ~ ó s  secaaem X 100 = % umidade 

peso do solo ap6s secagem 

f. A capacidade de retencão de água (CRA) da mistura inicial de solo é determinada pelo seguinte procedi- 

mento: papel de filtro (tipo padrão) é saturado com água destilada e o excesso de água é descartado. O 

papel de filtro molhado é então pesado. Aproximadamente 1009 da mistura inicial de solo (base seca) é 

colocada sobre o papel e o conjunto é imerso em água destilada, até a saturacão. Solo e papel são então 

removidos, cobertos com folha de papel alumínio e deixados para escorrer durante a noite. A CRA 

(volume de água por 1009 de solo) é determinada pela seguinte fórmula: 

CRA = peso do papel e solo após drenagem (9) -peso do papel molhado (g) - peso solo inicial (9) 



g. O conteúdo de umidade requerido para os testes é de aproximadamente 35% da capacidade de retencão 

de água do solo artificial. Para determinar a umidade atual necessária por concentração, utiliza-se o 

seguinte cálculo: (E SE NÃO FOR MISC~VEL) 

% umidade por CRA por concentração (ml )  x umidade desejada (0,35) 

concentracão volume total (35009) C P255 > 

2. Preparacão do solo para teste 

a. As concentrações-teste serão: tipicamente 0; dose máxima recomendada (DR) 100  x DR e 1000 x DR; 

b. Com base nos cálculos da concentração-teste desejada, uma quantidade apropriada da substãncia-tes- 

te será pesada utilizando-se uma balanca analítica. 

c. Para cada concentracão-teste será pesada uma quantidade adequada de solo artificial em balanca cali- 

brada. Essa quantidade será colocada em tigela de mistura de misturador 

A quantidade apropriada de água destilada para se obter a umidade desejada é então adicionada ao misturador, 

realizando em seguida duas homogeneizacóes. Se a substância-teste for miscível em água, ela será 

adicionada a quantidade de água destilada necessária para atingir a umidade desejada, e esta então 

adicionada ao solo até atingir uma mistura homogênea. 

d. Controle negativo: uma quantidade equivalente de diluente é adicionada ao solo como controle negativo. 

O solo é revolvido no misturador, conforme o procedimento utilizado no tratamento dos solos com a 

substância-teste; 

e. Controle inativado: uma concentração de 1000 x DR é preparada conforme descrito nos itens 2b elou 2c. 

Este material é então submetido a autoclavagem (1 20°C, por 20  minutos) para inativacão do microrga- 

nismo (ingrediente ativo). Após resfriamento, este material denominado "inativado" é adicionado ao solo 

como controle inativado. O solo é revolvido no misturador, conforme o procedimento utilizado no trata- 

mento dos solos com substância-teste; 

f. Após a preparacão do solo-teste, os conteúdos de umidade e pH serão determinados como descrito nas 

seções 1 d e 1 e; 

g. Quatro repeticóes serão usadas para cada concentração-teste e para os controles. As câmaras-teste 

serão jarras de vidro de aproximadamente 1 litro de capacidade, devendo estar identificadas pela sigla e 

número do estudo, concentracão-teste e número dentro da repetição; 

h. Aproximadamente 7509 de solo tratado serão colocados em cada câmara-teste. 

3. Procedimentos do teste 

a. Minhocas serão pesadas em frascos apropriados, antes do início do teste. Elas serão lavadas com água 

destilada por, aproximadamente, 5 segundos, secas sobre papel (tipo absorvente) e distribuídas ao acaso 

em frascos, sendo colocadas duas por vez, e continuando até atingir 10  minhocas por câmara. O conjun- 

to frasco mais minhocas será pesado e a média de peso por minhoca, calculada; 

b. Após pesagem, as minhocas serão colocadas sobre a superfície do solo em teste nas respectivas câma- 

ras. Estas serão ~obertas com um plástico transparente (tipo "Magipack") que evite a saída das minho- 

cas, mas que contenha pequenos orifícios (feitos com um objeto pontiagudo) que permitam a troca 

gasosa. E muito importante que todos os tratamentos fiquem sob luz constante, a fim de evitar que as 
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minhocas subam a superfície da terra: 

c. Observacões de mortalidade serão feitas 7 e 14 dias após o início do teste de toxicidade. Naquelas 

ocasiões, o solo de cada repeticão será vertido sobre uma bandeja vazia. As minhocas serão observadas 

e as reacões anotadas e todas as minhocas mortas serão removidas. Devido à decomposição rápida das 

minhocas após a morte, muitas vezes elas não poderão ser recuperadas. Por isso, a mortalidade 6 base- 

ada no número de minhocas vivas presentes; 

d. No décimo quarto dia do teste, todas as minhocas vivas de cada repetição seráo lavadas por, aproxima- 

damente, 5 segundos, com água destilada, secas sobre papel e pesadas ( Seção 3a); 

e. No dia O (dia do teste), amostras de cada repetição deverão ser retiradas (aproximadamente 59) e a 

contagem do microrganismo (ingrediente ativo1 será realizada de acordo com os procedimentos adequa- 

dos para cada microrganismo, descritos em procedimentos operacionais apropriados: 

f. Na conclusão do estudo, o conteúdo de umidade e o pH do solo-teste serão medidos para cada repetiçáo 

(ver Secões 1 d e 1 e); 

g. Na conclusão do estudo, o conteúdo em ingrediente ativo será medido seguindo a mesma metodologia 

utilizada na Secão 3e. 

4. AnBlise de dados 
a. O valor LC50 deve ser apresentado, se disponível; 

b. A concentração máxima, na qual não se observa nenhum efeito, deve ser determinada baseada na 

mortalidade; 

c. O teste poderá ser rejeitado se a mortalidade total nas repetições do controle exceder 10% ao final de 

seu período; 

d. O teste poderá ser rejeitado se a contagem de microrganismos no dia de seu início for inferior em 10% ao 

previamente calculado (Seção 2a). 

Progressão de Fase 

Dados obtidos na Fase I serão utilizados em conjunto com informações disponiveis sobre a forma 

de uso, especificidade e outros fatores, para avaliar o potencial de efeitos adversos e da necessidade de 

DASH, M.C.;. MISHRA, P.C.; .BEHERA, N. Fungal feeding by a tropical earthworm. Tropical Ecology, v.20, n.1, 

p. 9-12, 1979. 

HEIMBACH, F. Correlations between Tree methods for determining the toxicity of chemicals to earthworms. PesUcide 

Science, v.28, p. 69-80, 1957. 

KHAMBATA. S.R., BHAT, J.V. A contribution to the study of the intestinal microflora of indian earthworms. 

Archives fur Mikrobiobgie, v. 28, p. 69-80, 1957. 



PROTOCOLO DE AVALIACÃO TOXICOPATOLÓGICA 
EM PLANTAS 

PARTE IV 

PRINCIPAIS ASPECTOS 

Não se espera que a maioria dos inseticidas microbianos tenha propriedades fitopatogênicas e, por 

esta razão, poucos testes são exigidos em plantas não visadas para esses organismos. Entretanto, no caso 

de AMC'S com função de herbicidas, utilizados com o fim de causar efeitos patogênicos ou tóxicos as 

plantas visadas, uma série de testes bem elaborados é exigida para assegurar que plantas não visadas não 

sejam afetadas significativamente. 

Selecão das Plantas 

Para os AMC'S que não tenham qualquer semelhança taxonômica com fitopatógenos. o organis- 

mo deve ser testado para a(s) culturalsi em que ele for utilizado, para aquelas que normalmente são cultiva- 

das em rotação ou em áreas adjacentes. e para plantas de importgncia ecológica ou social que se encontrem 

na área de atuação e nos ambientes em que é possível a presença, sobrevivência e reprodução do AMC. 

Para aqueles AMC'S que tenham relação com fitopatógenos, os testes devem envolver também as plantas 

para as quais o organismo similar é fitopatogênico, bem como plantas da mesma família ou de famílias 

próximas que tenham importância econômica, ecológica ou social, nas regiões em que o AMC for utilizado 

ou estiver presente. Quando o AMC for semelhante a fitopatógenos com larga gama de hospedeiros, o rigor 

destes testes e a gama de plantas testadas deverão ser incrementados. Para o AMC utilizado para controle 

de plantas daninhas, os testes com vegetais deverão ser extremamente rigorosos, incluindo todas as plantas 

de interesse econômico, ecológico e social, na macrorregião que inclui a área em que o AMC será utilizado 

e os locais em que é possível sua sobrevivência e reprodução. Pelo exposto, pode-se concluir que a relação 

de plantas a serem incluídas nos testes dependerá de algumas particularidades relacionadas ao AMC em 

termos de fitopatogenicidade, disseminação e persistência no ambiente, como também deverão ser conside- 

radas espécies normalmente muito suscetiveis a agentes fitopatogênicos e clones de elevado valor econômi- 

co. 

TESTES DE PATOGENICIDADEITOXICIDADE DA FASE I 

Testes de efeitos tóxicopatogênicos ou outros efeitos adversos de um AMC no crescimento e 

desenvolvimento de plantas são exigidos para o registro de PF'S a serem utilizados em aplicações externas 

e CF'S a serem utilizadas para formular PF'S. 

Doses a serem testabas: Uma dose pelo menos igual à máxima recomendada para uso no campo deve ser 

testada. 



Organismos-teste: O número de espécies testadas depende da semelhanca entre o AMC e os patógenos de 

plantas conhecidos, conforme descricão abaixo. Uma justificativa para as espécies selecionadas deverá ser 

apresentada ao órgão federal registrante. 

( I )  AMC para controle de amópodes, sem relação com fitopatógenos: quando o AMC se destinar ao contro- 

le de artrópodes, as plantas a serem testadas devem seguir a recomendacão da seção "Selecão de 

Plantas" deste protocolo e incluir seis espécies de dicotiledôneas de, pelo menos, quatro famílias e quatro 

espécies de monocotiledôneas de pelo menos duas famílias. Estas espécies devem ser selecionadas 

dentre as plantas de maior valor comercial, social ou ecológico da região de aplicação do AMC. 

Para os AMC'S destinados a uso aquático ou que muito provavelmente irão se disseminar ou 

sobreviver em ecossistemas aquáticos, espécies adicionais de plantas aquáticas e algas devem ser testadas, 

incluindo Lemna sp. (lentília d'agua), Selenastrum capricornutum (algas verdes clorofícias), Anabaena sp. 

(alga azul esverdeada), Scenedesmus sp. e algumas diatomácias de água doce, como Navícola sp., Symbela 

sp. e Diatoma sp. Para água salgada, recomenda-se a diatomácea Skeletonema costatum. 

(2) AMC para o controle de plantas e AMC'S semelhantes a patógenos de plantas conhecidas: além dos 

testes de especificidade em plantas, especificados no item (1) acima, também devem ser conduzidos 

testes sobre todas as plantas de importância econômica, social ou reconhecidamente benéficas a manu- 

tencão do ecossistema, apresentando qualquer probabilidade razoável de servir como hospedeiras. Esta 

selecão de espécie de plantas adicionais deve ser baseada em um levantamento daquelas relacionadas 

(mesmo gênero ou, se não disponível, mesma família) à planta alvo para controle e através de um levan- 

tamento de hospedeiros conhecidos dos patógenos relacionados ao herbicida microbiano. 

Controle: tanto controle negativo como positivo devem ser incluídos nos testes. 

(1) Controle negativo:as plantas devem estar livres ao máximo de ataque de pragas. Além disto, no caso de 

AMC'S que são prontamente disseminados, pode ser necessário conduzir testes de maneira que contro- 

les negativos e plantas tratadas sejam mantidos em locais diferentes ou em casas-de-vegetacão separa- 

das, sob condicões ambientais idênticas, de forma que controles negativos confiáveis possam ser man- 

tidos. Alternativamente, os controles negativos podem ser tratados com um pesticida químico não- 

fitotóxico que propicie o controle eficiente do pesticida microbiano. Considerando que às vezes é difícil 

se detectarem efeitos adversos, como maturacão atrasada ou perda de vigor, crescimento, qualidade, 

produção ou estande, é importante analisar controles não-tratados, usando um método analítico sensí- 

vel e específico para determinar se a infecção pelo AMC realmente ocorreu (teste sorológico, marcadores 

genéticos, etc.). 

(2) Controle positivo: É requerido para AMC'S semelhantes a patógenos de plantas, para se assegurar que 

as condicões ambientais são propícias para a penetracão, infecção e desenvolvimento da doenca em um 

hospedeiro suscetível. O controle positivo deve ser selecionado de forma a representar adequadamente 

o AMC em termos de taxonomia e condições para infecção e desenvolvimento da doença, caso isso seja 

conhecido. No caso de u m  AMC que não se destina ao uso como herbicida, a testemunha positiva deve 

consistir de um patógeno de planta conhecido, com caracterlsticas taxonômicas semelhantes ao AMC e 

seu hospedeiro suscetivel. No caso de herbicidas microbianos, entretanto, a testemunha positiva deve 

consistir da espécie de planta a ser controlada e do herbicida microbiano. 
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Condicões ambientais dos testes: Quando as condicões ótimas para a penetracão, infeccão e desenvolvi- 

mento do AMC são conhecidas ou suspeitas, é importante, particularmente para os herbicidas microbianos, 

simular estas condicões para o ótimo crescimento e desenvolvimento da planta. Em muitos casos, entretan- 

to, ambas as condicões podem ser semelhantes. 

Métodos de administracão dos AMC'S: As plantas a serem testadas devem ser expostas ao AMC por 

qualquer via de exposicão esperada, com base na forma de uso proposta. Essa via deve ser suplementada 

por outras vias indicadas pelo modo de transmissão de patógenos típicos da planta-teste. Em alguns casos, 

o ferimento de plantas, a simulacão do efeito de insetos vetores ou seu efeito real, tratamento de sementes, 

aplicacões no solo ou pulverizacão foliares podem ser mais apropriados. 

Período da aplicacão: As espécies a serem testadas devem ser tratadas no período de maior susceptibilidade 

(o que pode ser conhecido para os herbicidas microbianos), no estágio normal de maturidade ou quando se 

espera que a aplicacão no campo seja iniciada em condicões normais de uso. 

Avaliacões dos Testes: As plantas devem ser observadas com uma freqüência pelo menos semanal ou até a 

colheita ou morte das plantas, ou, no caso de plantas perenes, em intervalos regulares de pelo menos dois 

anos. Se nenhum efeito adverso for evidenciado após este período, as raízes, folhas, frutos, tecidos vasculares 

e outras partes das plantas devem ser analisados para se determinar a presenca do AMC, usando-se méto- 

dos sensíveis e específicos. E importante realizar estas análises, porque o desenvolvimento de doencas em 

plantas perenes pode levar vários anos e porque plantas assintomáticas podem servir para a proliferacão e 

sobrevivência do AMC, propiciando um reservatório do mesmo. 

Relatório: Além das informacóes especificadas em "Elaboracão de Relatórios", na Secão "Informacões Ge- 

rais" deste documento, os seguintes dados devem ser reportados: 

( 1  Justificativa para a selecão das espécies; 

( 2 )  Descricão das câmaras de crescimento, casa-de-vegetacão ou outras informacões sobre o local de 

realizacão dos testes, incluindo forma de evitar a dispersão do AMC e sistemas de monitoramento; 

(3) A amplitude da temperatura e umidade no decorrer dos testes, incluindo quaisquer desvios significativos; 

(4) Fotoperíodo e luminosidade; 

( 5 )  Quaisquer efeitos adversos ou benéficos anormais sobre os grupos tratados e testemunhas, incluindo 

data e horário de quando estes efeitos foram observados; 

(6) Métodos de análises estatísticas dos resultados. 

Progressão de Fase: Se qualquer efeito adverso devido a infeccões for observado ou se os testes indicarem 

que uma infeccão assintomática pode ocorrer, testes da Fase II deverão ser conduzidos. Se for comprovada 

a persistência do AMC no ambiente terrestre, testes da Fase III e IV poderão ser requisitados a critério do 

órgão federal registrante. 



PROTOCOLO DE AVALIACÃO DO COMPORTAMENTO 
DO AGENTE MICROBIANO DE CONTROLE NO AMBIENTE 

PARTE V 
PRINCIPAIS ASPECTOS 

0 s  testes da Fase II têm o objetivo de demonstrar se um AMC é capaz de sobreviver e se multipli- 

car no ambiente, indicando, assim. exposicáo de organismos não-visados ao AMC e quais os níveis dessa 

exposição. Estes testes são requeridos quando efeitos tóxicos ou patog&nicos forem observados em testes 

de máximo risco, conduzidos na Fase I, os quais definem a necessidade e o ambiente a serem estudados na 

Fase II. Deste modo, se o organismo afetado for do ambiente terrestre, os testes da Fase II deverão ser 

realizados com o AMC no ambiente terrestre, em aplicações simuladas. 

Testes da Fase II 

Resultados positivos de sobrevivência e replicacão do AMC, no ambiente estudado na Fase II, 

conduzem à necessidade de se realizar testes das Fases III e IV. 0 s  dados da Fase II serão utilizados para se 

estabelecer as condições e doses a serem utilizadas em testes subseqüentes. Uma determinacáo do com- 

portamento do AMC, em diferentes ambientes, inclui: (a) uma avaliação do crescimento do agente, quando 

introduzido em u m  novo ambiente; e (b) a forma como o agente pode alterar seu hábito de crescimento e se 

beneficiar das novas condições ambientais ou de mudancas, num equilíbrio existente entre espécies de 

microrganismos (por exemplo, em associações comensais, nas quais uma espécie é beneficiada e outra não 

é afetada). 

0 s  valores selecionados para cada parãmetro ambienta1 a ser testado devem representar as con- 

dicões esperadas no local de uso proposto. 

Estudos de laboratório para determinar os requisitos de crescimento do AMC podem suplementar 

os estudos de casa-de-vegetacáo. Eles podem, também demonstrar, que o AMC não poderá sobreviver no 

campo e, neste caso, o órgão registrante decidirá caso-a-caso a possibilidade de aceitar estes estudos ao 

invés daqueles feitos em ambientes simulados. 

Substância teste: um PF tópico ou o PT serão testados. 

DuracSo do teste: Os dados necessários para se estabelecer uma curva de declhio populacional devem ser 

coletados periodicamente, até que duas determinacões de meia-vida sejam realizadas ou até que os dados 

estabelecam que a população do AMC B capaz de se manter no ambiente, em níveis iguais ou superiores 

àquele imediatamedte após o início do teste. 



Procedimentos: Os testes devem ser conduzidos em casa-de-vegetacão para se determinar o tcomporta- 

rnento, sobreviv&ncia, e replicacão) do AMC no solo e na vegetação representativa do ambiente de uso 

Os seguintes parâmetros devem ser variados para se determinar o efeito na sobrevivência e crescimento da 

populacão do AMC: temperatura, umidade, precipitação (quantidade, freqüência, pH), luz solar, pH do solo 

e das superfícies foliares e nutrientes no solo e na vegetacão. Essa simulação do ambiente natural particular, 

refletindo a área de uso do AMC, é necessaria para se atingir o objetivo geral dos testes da Fase II. 

proposto. 

Os dados obtidos devem indicar a dinamica da flutuacão populacional do AMC, portanto o desenho 

experimental deve considerar parâmetros como tamanho do inbczilo, potencial de ressurgência e parârnetros 

físico-ambientais. 

Análise dos resultados e relatório: Os dados coletados para se determinar se um AMC é capaz de sobrevi- 

ver, persistir ou se multiplicar no ambiente, sob as condições dos testes da Fase 11, são melhor apresentados 

na forma de uma curva de crescimento ou declinio populacional do AMC, embora outros métodos possam 

ser utilizados. 

O relatbrio deve conter também as informações indicadas a seguir, que devem ser apresentadas 

em detalhes suficientes para definir adequadamente o impacto potencial nas características de crescimento 

no organismo teste: 

0 s  dados obtidos devem indicar a dinâmica da flutuacão populacional do AMC, portanto o desenho 

experimental deve considerar parâmetros como tamanho do inóculo, potencial de ressurgência e parârnetros 

físico-ambientais. 

Análise dos resultados e relatório: Os dados coleltados para se determinar se um AMC é capaz de sobrevi- 

ver, persistir ou se multiplicar no ambiente, sob as condições dos testes da Fase II, são melhor apresentados 

na forma de uma curva de crescimento ou declínio populacional do AMC, embora outros métodos possam 

ser utilizados. 

O relatório deve conter também as inforrnacões indicadas a seguir, que devem ser apresentadas 

em detalhes suficientes para definir adequadamente o impacto potencial nas caracte~ísticas de crescimento 

no organismo teste: 

(1 ) Tipo de sistema e componentes utilizados; 

(21 Origem dos componentes; 

(31 Período de equilíbrio antes da adição do AMC; 

(41 Temperatura, condicões de luz, umidade do ar e do substrato, pH do meio, níveis de oxigênio; 

(5) Tipo de formulacão (PF ou ia/PT); 

C61 Dose e frequhncia de aplicabão; 

(7) Identificacão da substância-teste e composicão da formulacão; 

(8) Tamanho da amostra, cronograma e sensibilidade do método utilizado na detecção; 

191 Tabulacão e griificos da dinâmica populacional; 

(i O) Discussãa dos resultados. 
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ASPECTOS DO PLANEJAMENTO,EXPERIMENTACÃO 
E ANÁLISE ESTAT~STICA DE BIOENSAIOS 

PARTE VI 

Os órgãos governamentais responsáveis pela concessão de registro para agentes microbianos de 

controle biológico (AMC) exigem uma série de informacões sobre o risco de ocorrência de efeitos adversos 

no ambiente, decorrentes do uso desses agentes. Parte da informacão necessária para avaliacão de risco 

consiste na avaliacão toxicopatológica de organismos não-visados. Essa avaliacão é feita através de testes 

com organismos representativos de diferentes compartimentos ambientais e diferentes níveis tróficos, den- 

tro desses compartimentos, em condicões de laboratório. 

Testes dessa natureza são usualmente denominados bioensaios, designacão geral de experimen- 

tos cujo objetivo é quantificgir o efeito de drogas, pesticidas, hormônios, vitaminas, entre outros, em carac- 

terísticas de plantas e animais. De modo mais formal, FINNEY (1 971 ) define bioensaio como um conjunto de 

técnicas utilizadas para avaliar a potência de estímulos químicos, físicos, biológicos ou psicológicos, através 

de suas reacões em organismos vivos. Os termos bioensaio e teste toxicológico são muitas vezes emprega- 

dos indistintamente. No entanto, os testes de toxicidade constituem uma classe restrita de bioensaios, onde 

os efeitos dos estímulos (quando existirem) serão sempre adversos (STEPHAN, 1979). Considerando essa 

definicão, os testes para avaliacão toxico-patológica de organismos não-alvo serão doravante referidos 

como bioensaios. 

A metodologia para realizacão dos bioensaios é estabelecida em protocolos que buscam uniformi- 

zar os procedimentos em nível mundial, sem, no entanto, desconsiderar características específicas de cada 

país. GAD & WEIL (1 982) consideram parte significativa do desenvolvimento de um protocolo a escolha dos 

métodos estatísticos a serem utilizados. Ressaltam que essa escolha deve ser feita apriori, pois constitui 

informacão essencial para selecão eficiente de outros aspectos, tais como número de réplicas e número de 

animais por réplica, por exemplo. Entende-se por selecão eficiente aquela que considera critérios relaciona- 

dos com a qualidade desejada para os resultados. Por exemplo, suponha que se deseja avaliar o efeito de um 

biopesticida na mortalidade de um organismo não-alvo: a informacão sobre esse efeito é quantificada pela 

diferenca entre as mortalidades observadas em organismos tratados e não-tratados e o número de organis- 

mos pode ser definido com base na precisão desejada para a informação sobre a diferenca real. Muitas 

vezes, o protocolo estabelecido num país baseia-se em outros já internacionalmente aceitos nos quais, para 

a maioria dos testes, muitos aspectos experimentais já estão definidos. No entanto, dependendo das condi- 

cões experimentais onde os testes serão executados, pode haver necessidade de redefinicão de aspectos 

estatísticos do planejamento. 



O objetivo dos bioensaios para avaliação tóxico-patológica é obter informacão sobreparâmetros biológi- 

cos, como mortalidade, fertilidade, ganho de peso, mobilidade, manifestacges patológicas, depopulacões 

de organismos não alvo, representadas pelos organismos testados. A informacão obtida através dos da- 

dos experimentais sobre os parâmetros de interesse para avaliacão de risco é utilizada no cálculo de esti- 

mativas desses parâmetros ou em testes de hipóteses. 

2. ESTIMACAO DE PARAMETROS 
2.1. EstimacSo por intervalos de confiança 

A informação contida nos dados experimentais sobre um determinado parâmetro pode ser resu- 

mida através de estatísticas descritivas, como média, mediana, desvio padrão e variância. 

Quando utilizadas para estimar parâmetros. as estatísticas são denominadas estimadores. Como 

envolvem dados sujeitos a erro experimental, os estimadores têm associado a eles um grau deincerteza, 

que pode ser expresso através do erro padrão da estimativa ou de intervalos de confianp. 

O erro padrão da estimativa é uma medida da variabilidade dos possíveis valores da estimativa se 

o bioensaio fosse repetido infinitas vezes, sob condic6es idênticas. É evidente que o bioensaio não será 

repetido para esse fim; no entanto, um planejamento experimental adequado permite quantificar essa vari- 

abilidade, utilizando a informacão sobre o erro experimental obtida em um único bioensaio. 

O intervalo de confianca é um conjunto de valores plausíveis, segundo algum critério, para o 

parâmetro desconhecido e considera além do erro padrão da estimativa, o conceito de grau de confianp. A 

amplitude do intervalo de confianca reflete a quantidade de informação sobre o parâmetro que se deseja 

estimar: quanto menor essa amplitude, mais precisa será a estimativa. O grau de confiança é fixado pelo 

pesquisador e deve refletir, como o próprio nome indica, a confiabilidade desejada para aquela estimativa. 

Os métodos estatísticos utilizados no cálculo de intervalos de confianca envolvem pressupostos 

relacionados distribuicão de probabilidade das estimativas. Esses pressupostos estão relacionados com a 

natureza da variável mensurada (se proporcão ou contagem, por exemplo) e alguns aspectos da metodologia 

experimental, principalmente aleatorização, número de réplicas e número de indivíduos por réplica. 

2.2. EstimacSo por testes de hipótese 

Muitas vezes, além de estimar parâmetros, o objetivo de um bioensaio é compará-los em diferen- 

tes grupos como, por exemplo, comparar taxas de mortalidade de organismos não alvo tratados e não- 

tratados com uma dieta contendo um biopesticida. Comparar as mortalidades e decidir, por meio de algum 

critério, se elas diferem ou não, corresponde a testar uma hipótese científica subjacente, que, baseada no 

conhecimento científico sobre o problema estudado, prevê "provisoriamente" o comportamento das morta- 

lidades. 

No método científico tradicional, estabelecida a hipótese científica, são imaginadas ou deduzidas 

conseqüências lógicas dessa hipótese e definidas as regras para testá-las. Uma possível maneira é construir 

uma hipótese nula (negacão da hipótese científica), uma hipótese alternativa (representacão da hipótese 

científica) e buscar evidências contra a hipótese nula. Se as evidências observadas forem consideradas 

suficientes, a hipótese nula é rejeitada e a hipótese alternativa assumida como verdadeira. 

Quando o objetivo de um bioensaio é testar hipóteses sobre parâmetros de interesse, os dados 

experimentais são utilizados para quantificar o grau de evidência contra a hipótese testada. A decisão sobre 



se existe ou não evidência suficiente pode ser tomada com base em métodos estatísticos conhecidos como 

testes (estattsticol de hipdteses. 

A decisão de rejeitar ou não a hipótese testada, qualquer que seja o critério utilizado, envolve 

vários tipos de erros. No exemplo anteriormente citado, ao se decidir se a mortalidade de organismos não- 

visados em determinadas condicóes é afetada ou não por um biopesticida, podem ser cometidos dois tipos 

de erro. Suponha que a hipdtese nula (hipótese que se busca rejeitar) 6 que o biopesticida não afeta a 

mortalidade. Essa hipótese (nula) pode ser verdadeira e ser rejeitada, ou ainda ser falsa e não ser rejeitada, 

com base na informacão fornecida pelos dados experimentais. Na terminologia estatística, convencionou-se 

denominar o primeiro como erro tipo I e  o segundo como erro tipo 11. Outro conceito importante na teoria de 

testes de hipóteses é o poder, probabilidade de rejeitar a hipótese nula quando ela 6 falsa. O poder e a 

probabilidade de erro tipo II são probabilidades de eventos complementares, isto é, sempre somam 100%. 

Quando o pesquisador decide rejeitar ou não a hipótese, considerando apenas a mortalidadem6dia 

observada em cada grupo, não há como quantificar a probabilidade de cometer os erros tipo I ou II, o que 

não implica a sua decisão esteja errada. Entretanto, dependendo da magnitude do erro experimentalenvol- 

vido, pode haver alta probabilidade de observar num experimento "grandes" diferencas entre as mortalida- 

des, sem que haja nenhum efeito do biopesticida. 0s  métodos de análise estatística quantificam de forma 

exata ou aproximada essa probabilidade denominada "p-value" algumas vezes traduzida como valorp. Pe- 

quenos valores dep indicam forte evidência contra a hipótese nula. A decisão sobre se um valorp é grande 

ou pequeno está associada à maxima probabilidade de erro tipo I admitida, denominada nívelde significáncia. 

3. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 

O planejamento de um bioensaio compreende a definicão de um protocolo, descrevendo técnicos 

e aspectos estatísticos. Apesar de não haver uma fronteira clara entre eles, os aspectos técnicos estão 

mais relacionados com o cultivo de organismos, preparo das formulacões, escolha de métodos de mensuracão, 

técnicas laboratoriais; já os aspectos estatlsticos, estão associados à definição de regras 16gicas de decisáo 

e a otimizacáo no emprego dos recursos, buscando reduzir os custos experimentais e aumentar a precisáo 

dos resultados. 

A teoria envolvida nos aspectos estatísticos do planejamento é uma área da Estatística denomina- 

da planejamento de experimentos. A aplicação dessa teoria busca assegurar o emprego de métodos estatís- 

ticos de análise de dados e contribuir para melhoria da qualidade dos resultados de pesquisa. MONTGOMERY 

(1 991) afirma que quando os problemas estudados envolvem dados sujeitos a erro experimental, a única 

abordagem objetiva de análise é aquela baseada em inferência estatrstica. O mesmo autor define planeja- 

mento experimental como oprocesso de planejar o experimento, de modo que os dados a serem coletados 

possam ser analisados utilizando métodos de inferência estatística, resultando em conclus8es válidas e 

objetivas. 

Os três princípios biísicos do planejamento experimental são aleatonzacáo, repetição e blocagem. 

Esse princípios estão descritos em textos básicos sobre planejamento experimental como COX (1 958) e 

MONTGOMERY (1 991 ). Aspectos de planejamento experimental para o caso específico de bioensaios são , 
abordados em FINNEY (1 978). 



Aleatorizacão refere-se à alocacão aleatória dos tratamentos ao material experimental. Os méto- 

dos de inferência estatística mais frequentemente utilizados na análise de bioensaios requerem observacões 

independentes; a aleatorizacão usualmente torna esse pressuposto menos questionável, além de contribuir 

para que as possiveis causas de erro experimental sejam igualmente distribuldas entre os tratamentos. Nos 

últimos anos, com a possibilidade do uso de métodos estatlsticos com o uso de computadores, os testes 

teoricamente fundamentados na aleatorização, denominados testespermutacionais, tornaram-se uma im- 

portante alternativa para análise de dados (MANLY, 1991), justificando ainda mais a necessidade da 

aleatorizacão. 

Repetição é o resultado da aplicação de um mesmo tratamento a várias unidades experimentais. A 

replicacão torna possível obter uma estimativa do erro experimental, imprescindivel na construcão de inter- 

valos de confian. e de critérios de decisão dos testes de hipóteses. O número de repeticões a ser utilizado 

num experimento é uma das questões mais frequentes com que se depara um consultor de estatística.Sua 

determinação depende do estabelecimento de um alvo a ser atingido, que pode ser definido como aprecisão 

desejada para uma estimativa ou opoderexigido para um teste de hipóteses. 

O princípio de blocagem, conhecido em experimentação agrícola como controlelocal, consiste na 

separacão das unidades experimentais em grupos com a maior homogeneidadeintema possível, para poste- 

rior alocação aleatória dos tratamentos nesse grupos. Uma blocagem adequada contribui para reducão do 

erro experimental e, conseqüentemente, para um aumento na precisão das estimativas ou poderdos testes 

de hipótese. 

FINNEY (1 978) enumera diversos aspectos estatísticos envolvidos no planejamento de um bioensaio, 

como escolha de doses (no caso de tratamentos quantitativos), determinacão do número de réplicas, defini- 

cão de regras para alocacão das unidades experimentais aos tratamentos, ordem na qual as medidas de 

interesse são feitas e outros relacionados com a estrutura lógica do experimento. Todos esses aspectos 

estão relacionados com os princípios básicos da experimentação. 

3.1. Planejamento visando precisão de estimativas 

Quando o objetivo do bioensaio é estimarparâmetros e construir intervalos de confian., o plane- 

jamento experimental busca assegurar a validade dos pressupostos para o método de análise preestabelecido 

e a possibilidade de quantificar o erro experimentalutilizado na construcão dos intervalos. Outra importante 

meta do planejamento experimental, nesse caso, é garantir a precisão desejada para as estimativas dos 

parâmetros, com o mínimo custo possível. 

O planejamento para obtencão de estimativas precisas exige a especificacão do limitemáximo de 

erro egmu de confianp desejado para as estimativas (BOLFARINE & BUSSAB, 1993) e algum conhecimen- 

to prévio sobre a magnitude do erro experimental (coeficiente de variacão, erro padrão da diferenca entre 

médias) que pode ser baseado em experimentos similares ou obtido através de um ensaiopiloto. Na auséncia 

de informações preliminares, o grau de precisão da estimativa pode ser simulado para supostas magnitudes 

de erro experimental. 

3.2. Planejamento visando poder de testes de hipóteses 

Num bioensaio, cujo objetivo é comparar tratamentos, o poder de um teste estatlstico utilizado 

para esse fim é uma medida da sua capacidade de detectar efeitos dos tratamentos, quando eles existem. 

No caso da comparacão das mortalidades em organismos não-visados, a hipdtesenula estabelece que o 



efeito do biopesticida (diferença entre as mortalidades) é nulo. Suponha que a hipótese alternativa é que o 

biopesticida aumenta a mortalidade. Dessa forma, a hipótese alternativa será verdadeira sempre que o 
efeito do biopesticida assumir qualquer valor no intervalo entre zero (exclusive) e um. Portanto, nesse caso, 

o poder deve ser uma funcão crescente do verdadeiro valor do efeito, isto é, quanto maior a real diferença 

entre as mortalidades, maior a capacidade do teste em detectá-la. A definição formal de poder é a probabi- 

lidade de rejeitar a hipótese nula quando ela é falsa. 
É importante notar que apesar de o verdadeiro efeito do biopesticida ser desconhecido pode-se 

avaliar o poder do teste utilizado para detectá-lo. O poder de um teste depende da magnitude do erro 

experimental e, conseqüentemente, do número de repeticões utilizadas no experimento. Por exemplo, no 

bioensaio anteriormente referido podese estabelecer o número de repetições de modo que a probabilidade 
de rejeitar a hipótese nula seja superior a 90%. quando a diferença de mortalidade for superior a 15%. 

Quando o resultado de um teste estatístico para comparar as mortalidades resulta nbo significati- 

vo, isso não implica ausência de efeito do biopesticida, e sim, segundo o critério de decisão utilizado, as 

evidências contra a hipótese nula náo terem sido consideradas suficientes. Quando o teste utilizado tem 

baixo poder, mesmo quando os efeitos dos tratamentos são consideráveis, é pouco provável que ele indique 

diferenças significativas . 
Altos coeficientes de variaçao na análise de variância e altos valores de DMS (diferenca mínima 

significativa) nos testes de comparação de médias indicam baixo poder dos testes estatísticos implícitos 

nesses procedimentos. 

4. ANÁLISE ESTAT~STICA DE BIOENSAIOS 

A análise estatística de um bioensaio geralmente refere-se ao uso de técnicas de estimação ou 

testes de hipóteses baseadas em inferéncia estatistica. A análise estatistica e o planejamento (estatístico) 

do bioensaio estão diretamente relacionados, já que o método de análise depende em grande parte do 

delineamento experimental empregado. O ideal é que os métodos de análise sejam planejados antes da 

realização do experimento. Muitas vezes, porém, esse procedimento é dificultado pela ausência de infomla- 

ção preliminar sobre as variáveis estudadas, com base no conhecimento científico sobre o objeto da pesqui- 

sa. 

A natureza dos fatores que definem os tratamentos (variáveis independentes) e das variáveis 

sobre as quais os posslveis efeitos sáo observados (variáveis resposta) é fundamental na escolha do deline- 

amento experimental e, conseqüentemente, no rn6todo de análise dos dados. Nos referimos B natureza, no 

sentido de escala de mensuracão. GAD & WEIL (1 9821 definem como variável contínua aquela que, pelo 

menos teoricamente, pode assumir um número infinito de valores entre quaisquer dois pontos fixos. Por 

outro lado, uma variável é dita discreta se pode assumir apenas alguns valores numéricos fixos, sem valores 

intermediários posslveis. Como exemplo de variável continua temos peso, densidade, pH, concentração de 

solutos; já variáveis como número de mortos, número de imóveis, número de células por unidade de área são 

discretas. Muitos outros fatores relacionados com as pressuposiçóes específicas de cada método de andlise 

influem na sua escolha. GAD & WEIL (1 982) apresentam um diagrama orientando a seleção de procedimen- 

tos de testes de hipótkses. 



Os métodos de inferência ditos clássicos, e m  oposicão aos bayesianos, podem ser classificados 

em paramétricos e não-paramétricos, dependendo se é assumida ou  não uma distribuicão de probabilidade 

para a variável observada. A informacão disponível aprior isobre a natureza do  comportamento da variável 

resposta é decisiva na  formulacão de hipóteses, no  planejamento experimental e na  escolha do  método de 

análise. 
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